





MEDZINARODNA VEDECKA SPOLUPRACA Cast VEGA/A2

Vedecky tim spolupracuje s viacerymi laboratériami v ramci Eurépy aj mimo nej. Veduca navrhovaného projektu
absolvovala v roku 2019 staz v talianskom laboratdriu tkanivového inZinierstva u Dr. Scaglione, ktoré sa venuje
vyvinu fluidnych bioreaktorov vhodnych na stadium liedby. V rdmci projektu RESCUER (Resistance under
treatment in breast cancer) tim spolupracuje s viacerymi laboratériami, pri¢om najuz8iu spolupracu udrZiava s
nérskym timom pod vedenim Dr. Kristensen a australskym timom Dr. Duijfa.

- [ENIT CNR, Laboratory of tissue engineering, Janov, Taliansko — Silvia Scaglione

- Institute of Health and Biomedical Innovation, School of Biomedical Sciences , Queensland University of
Technology, Brisbane, Australia; The University of Queensland, Translational Research Institute, Brisbane,
Australia — Pascal Duijf

- Department of Cancer Genetics, Institute for Cancer Research, Oslo University Hospital, Oslo, Nérsko, Institute
for Clinical Medicine, University of Oslo, Norsko — Vessela N. Kristensen

cast VEGA/A3
CHARAKTERISTIKA PROJEKTU (s odkazmi na literatdru; rozsah maximdine 5 strdn)

a) sucasny stav problematiky

b) predpokladany viastny prinos

c) konkrétny navrh postupu na dosiahnutie ciefov projektu, vratane éasového harmonogramu na jednotlivé roky rieSenia
d) zddévodnenie zloZenia rieSitel'ského kolektivu

e} popis pouzitych metodickych postupov a ich zdévodnenie
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Casti textu a) - e} oddel'te prislusnymi medzititutkami

a) Sucasny stav problematiky:

Karcindm prsnika predstavuje najéastejSie nadorové ochorenie u Zien [1]. Aj napriek véasnému skriningu a
pokrokom v liegbe tohto ochorenia je jeho incidencia a s nim savisiaca mortalita vysoka. Vyskum tohto ochorenia
je v sugasnosti zaloZeny hlavne na bunkovych linidch a zvieracich modeloch. Medzidruhové odlidnosti fudi a
zvierat, ako aj rozdiely v priestorovej organizécii jednotlivych organov v porovnani so Standardnymi kultivaciami
linii v8ak obmedzuju pokrok vo vyskume. Klasicka 2D kultivacia bunkovych linii a primarnych buniek je sice
technicky pomerne nenaro&na, z biologického hladiska sa v8ak jedna o pomerne nepresny model procesov v tele
pacienta. Pred niekolkymi rokmi publikovali Sachs a kol. podrobny protokol pre dlhodobu kultivaciu fudskych
prsnikovych epitelovych organoidov [2]. Organoidy s mnohobunkové 3D in vitro tkanivové konstrukty, ktorych
vnutorna priestorova organizacia buniek napodobuje zodpovedajuci organ, z ktorého boli zaloZené [3]. Podarilo
sa im zaloZit viac ako 100 organoidovych linii z primarnych a metastatickych nadorov prsnika z niekolkych
odli3nych podtypov karcinému liSiacich sa genetickym pozadim, patolégiou a kiinickymi prejavmi. Morfol6gia
zaloZenych organoidov sa zhodovala s histopatolégiou, stavom hormonalnych receptorov ¢i HER2 statusom
pévodného nadoru. Zmeny poctu képii DNA ako aj zmeny sekvencii boli v rdmci porovnania nadoru a organoidu
konzistentné, dokonca sa zachovavali do velkej miery aj po dlhodobom pasaZovani {2]. Organoidy maiju preto
viacero vyhod v porovnani s bunkovymi liniami aj xenograftmi odvodenymi z pacientskych vzoriek (PDX z angl.
Patient-Derived Xenograft) (Tabulka 1, upravené podia Yang a kol. 2019 [4]) a su idealnym 3D modelom pre
vyskum rakoviny, vyvoj novych terapeutickych stratégii, a v neposlednom rade idedlnym modelom na testovanie
in vitro odpovede nadoru na liedivo.

Priebeh nadorového ochorenia nie je zavisly iba od vlastnosti nadorovych buniek. Posledné roky sa kladie velky
vyznam ulohe nadorového mikroprostredia pri progresii ochorenia €i reakcii nadoru na lie¢bu. Dynamické
interakcie nadorovych buniek s ich mikroprostredim, ktoré pozostava zo stromalnych buniek (bunkova &ast) a
ZloZiek extracelularnej matrix (ECM; nebunkova &ast), st nevyhnutné na stimulaciu heterogenity nadoru, klonalny
vyvoj a zvySenie rezistencie na rézny typ lie€by, &o nasledne vedie k progresii ochorenia a metastazovaniu [5]. V
pripade karcindmu prsnika tvori nadorové mikroprostredie hlavne tukové tkanivo, ktoré je okrem iného bohatym
zdrojom mezenchymovych stromalnych buniek (MSC). Ich komunikacia s ostatnymi zlozkami nadorovej strémy,
ako aj komunikacia s nadorovymi bunkami, je déleZitym aspektom biolégie ochorenia. Je zname, ze MSC maiju
ulohu aj pri vzniku rezistencie &i odpovede na lie€bu [6,7], presné mechanizmy vSak dodnes nie st zname. Prave
s ohladom na komplexnu siet interakcii medzi mnohymi typmi buniek ma pri tvorbe modelov velky vyznam
zachovanie prirodzenej priestorovej organizacie tkaniv. Reprezentativne organotypické modely karcinému
prsnika in vitro spolu so zloZzkou mikroprostredia mézu predstavovat nastroj pre asovo nenaro¢né modelovanie
pokro€ilych procesov v zakladnom aj transladnom vyskume. ZaloZenie Specializovanej biobanky 3D kultir méze
prispiet k rychlejS§iemu pochopeniu mechanizmoyv rezistencie nadorov a optimalizacii terapie, ktora by tomu mohla
predchadzat.
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b) Predpokladany vlastny prinos:

Vdaka vysokej incidencii a mortalite pri karcindme prsnika je nevyhnutné hladat nové druhy a kombinacie terapii
a zaroven hladat mechanizmy, akymi sa nador brani bezne pouzivanym lieCivam. Vysledky réznych
experimentalnych ¢&i predklinickych stadii jednozna&ne poukazuju na potrebu vnimat nadorové ochorenie ako
celok a pri vyvoiji lie¢by brat ohlad aj na vplyv nadorového mikroprostredia. Do nedavna prebiehala va¢sina in
vitro testov na klasickych bunkovych liniach rastucich v 2D podmienkach, ktoré v8ak z viacerych dévodov nie st
idealnym modelom. Prevrat nastal pred niekolkymi rokmi, kedy Sato a kol publikovali protokol na kultivaciu
organoidov [1]. V roku 2018 vySiel podrobny protokol na kultivaciu takychto 3D Struktdr aj z prsnikového
nadorového tkaniva [2]. V ramci nagho oddelenia na Ustave experimentalnej onkolégie BMC SAV pracujeme s
organoidmi uZ druhy rok (zavedené v projekte Dr. Cihovej — Liga proti rakovine 2019). Dlhodobo sa venujeme
problematike nadorového mikroprostredia, najmé mezenchymovym stromainym bunkam. Ukazali sme, ze MSC z
okolia karcinomu prsnika maju trvalo zmenené viaceré vlastnosti a vzajomnou komunikaciou s nadorovymi
bunkami dochadza k zvy$enej agresivite tychto buniek a ich migracii do okolitého tkaniva [3]. Je zname, Ze MSC
maju dlohu aj pri vzniku rezistencie ¢i odpovede na liecbu [4]. V tomto projekte sa zameriame na zavedie metédy
ko-kultivacie organoidov odvodenych z karcinémov prsnika a MSC izolovanych z tukového tkaniva z okolia tychto
nadorov. Takyto model nam poskytne lepsie podmienky pre Stadium komunikacie nadoru so stromalnou zloZkou,
v nasom pripade zastipenou mezenchymovymi stromalnymi bunkami. Vysledky nasho projektu by mali viest k
lepsiemu pochopeniu mechanizmov, ktorymi MSC ovplyviiuju reakciu nadoru na lieSbu. Takéto poznatky by mohli
byt v buducnosti vyuzité pri vyvoji G¢innejich terapeutickych stratégii. Rovnako verime, Ze biobanka, ktori pocas
projektu zalozime, a systém ko-kultivacii, ktory zavedieme by sa v budicnosti mohol potencidine vyuZit pre
potreby personalizovanej mediciny. VyuZitie takychto 3D kultur na optimalizovanie terapeutickych modalit in vitro
by sa zniZilo zataZenie pacientskeho organizmu potencidlne neucginnou terapiou. V neposlednom rade ma takato
biocbanka aj potencial na budovanie spoluprace s dal$imi vyskumnymi a klinickymi pracoviskami.
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c) Konkrétny navrh postupu na dosiahnutie ciefov projektu, vratane ¢asového harmonogramu na jednotlivé roky
rieenia:

1.1.2022 -31.12.2023

- zber tukového (na izolaciu MSC) a nadorového (na zakladanie organoidov) tkaniva pacientiek s karcindmom
prsnika

- izolacia MSC pomocou kolagendzy a naslednej adherencie na plast, izolované MSC budu néasledne
charakterizované na zaklade minimalnych kritérii (diferenciacia a imunofenotyp)

- zakladanie primokulttr vo forme organoidov

- predpokladany po&et spracovanych vzoriek (nador + tuk) za rok priblizne 15

- zbieranie vzoriek a zakladanie biobanky pre potreby projektu je planované pocas celého trvania projektu

- zékladna charakterizacia a porovnanie Struktdry organoidov s pévodnym pacientskym nadorom
(imunohistochémia, ER/PR/HER2 status)

- testovanie lie€by — organoidy budd lie€ené rovnakym spésobom ako pacient za Gcelom porovnania
relevantnosti daného modelu

1.1.2024 - 31.12.2024

- zavedenie modelu na ko-kultivaciu stromalnych buniek s organoidmi — priama a nepriama ko-kultivacia

- porovnanie vplyvu MSC na rast organoidov (velkost, pocet, Struktura...)

- analyza vplyvu MSC na lie€bu pacientskych organoidov — organoidy kultivované bez MSC a spolu s MSC a
nasledna analyza zmien na Grovni sekrécie cytokinov/metabolitov, zmeny expresie génov a proteinov (Luminex
MAGPIX System, gPCR, Western blot)

1.1.2025 - 31.12.2025

- rozdelenie vzoriek podla typov nadoru a druhov lieéby, testovanie liecby in vivo, identifikacia potencialnych
mechanizmov, ktorymi MSC ovplyvriujua vystup danej lieCby pri danom type nadoru za G¢elom identifikacie
potencialneho terapeutického ciela

- analyza a spracovanie ziskanych vysledkov, nasledna priprava publikacii a prezentacia vysledkov projektu na
konferenciach

V prilohe prikladdm schematické zobrazenie planov projektu (Obr. 1)

d) Zddvodnenie zloZenia riesitelského projektu:

Navrhovany rieSitelsky kolektiv mé potrebné skuisenosti na spinenie cielov predkladaného projektu. Problematike
karcindmu prsnika a jeho mikroprostrediu sa laboratérium venuje uz niekolko rokov. Kolektiv pozostava z 0séb,
ktoré sa venuja roznym vedeckym odvetviam — bunkovej a molekularnej bioldgii, Statistike, histoldgii, chirurgii a
onkolégii - a disponuja tak bohatymi skisenostami so Sirokou kalou metéd a pristupov.

UEO BMC SAV:

Mgr. Jana Plava, PhD. — vedica projektu, koordinatorka Studie (do 35 rokov). Vystudovala genetiku a doktorat
ziskala v odbore onkoldgia. Absolvovala dve zahrani¢né staze, je autorkou a spoluatorkou 11 impaktovanych
prac, z toho 6 v oblasti vyskumu nadorov prsnika. Ako veduca projektu sa bude podiefat na koordinacii celého
timu, prezentovani a publikovani vysledkov prace, ale aj na zakladani organoidov, optimalizacii ko-kultivacie,
testovani lieiv a hladani potencialnych molekuléarnych ciefov.

Mgr. Bozena Smolkova, PhD. — zastupca projektu, koordinatorka Stadie. Je zodpovednou riesitelkou viacerych
domacich aj medzinarodnych projektov (aj v oblasti vyskumu karcinému prsnika) a odborni¢kou na molekularnu
bioldgiu a Statistiku. Vzhiadom na jej bohaté skusenosti bude pomahat s riadenim a manazmentom projektu a
bude zodpovedna za Statistické hodnotenie ziskanych dat.

Ing. Peter Makovicky, PhD. - vedecky pracovnik. Postgraduaine stadium ukonéil v odbore Vieobecné
zootechnika na SPU v Nitre, atestaénu skusku v odbore Laboratérna diagnostika na InstitGte vzdelavania
veterinarnych lekarov v Kosiciach. V sugasnosti ma 40 impaktovanych publikacii. V projekte bude zabezpe&ovat
vyhodnocovanie imunohistochemickych a histologickych preparatov odobratych vzoriek.
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Mgr. Lenka Trnkova — interna doktorandka. Je absolventkou v odbore experimentalna biolégia na MUNI v Brne a
doktorandkou na PriF UK v Bratislave. V projekte sa bude podiefat na zakladani biobanky a na PCR a Western
blot analyzach.

Magr. Natalia Udvorkova — vedecko-technicka pracovnitka. Absolventka viroldgie, momentalne sa venuje praci s
experimentalnymi zvieratami. Ma sklsenosti so zakladanim organoidov, v projekte bude zabezpecovat in vivo
Cast projektu a bude pomahat pri zakladani biobanky.

Ing. Monika Burikova, PhD. — vedecka pracovnitka do 35 rokov. VyStudovala medicinske inZinierstvo a PhD.
Studium ukonéila v odbore fyziolégia Zivogichov. Venuje sa najma histologickému spracovaniu vzoriek. V projekte
sa venovat izolacii MSC, zakladaniu ko-kultivacii a bude pomahat' s IHC analyzou.

I1. onkologicka klinika LF UK a NOU:

doc. MUDr. Martin Bohaé, PhD. — zastupca veduceho projektu za LF UK. Samostatny vyskumny pracovnik a
lekar so Specializaciou plasticka chirurgia. Venuje sa hlavne prsnikovej chirurgii (reduk&né, augmentaéné a
rekonstrukténé operacie). Participuje na vyskume somatickych kmefiovych buniek izolovanych z tuku, najmé v
kontexte ich interakcii v ramci mikroprostredia nadorov prsnika. V projekte bude zodpovedny za koordinaciu
aktivit realizovanych na LF UK, bude zabezpeovat odber pacientskych vzoriek, analyzy klinickych dat a
publikovanie ziskanych vysledkov.

MUDr. Eva Zomborska — externa doktorandka. V projekte bude zabezpedovat spracovanie pacientskych vzoriek.
Ustav lekarskej biol6gie, genetiky a klinickej genetiky LF UK:

doc. RNDr. Lubo$ Danisovi¢, PhD. — vysokoskolsky uditef, vedecky pracovnik. Venuje sa najma vyskumu
somatickych kmeriovych buniek v kontexte ich vyuZitia v regenerativnej medicine a tkanivového inZinierstva. V
projekte bude zabezpedovat izolaciu buniek, ich in vitro expanziu, komplexnu charakterizaciu a publikovanie
ziskanych vysledkov.

Mgr. Andreas Nicodemou, PhD. — vedecky pracovnik. Venuje sa vyskumu somatickych kmefiovych buniek a v
projekte bude zabezped&ovat cytometrické anaiyzy.

Ing. Dana IvaniSova — vedecka pracovnicka. V projekte bude zabezpelovat analyzy vzoriek zaloZené na
spektrofotometrii, fluorescencii a luminiscencii.

MUDr. Stefan Harsanyi — interny doktorand. Bude zabezpecovat spracovanie pacientskych vzoriek a §tatistické
analyzy ziskanych vysledkov.

Klinika onkologickej chirurgie LF UK a OUSA:

prof. MUDr. Stefan Durdik, PhD. — vysokoskolsky ugitel, chirurg. Venuje sa chirurgickej lie¢be solidnych
nadorovych ochoreni. V projekte bude zabezpe&ovat odber pacientskych vzoriek, analyzy klinickych dat a
publikovanie vysledkov.

MUDr. Daniel Dyttert, PhD. — vysokoskolsky ugitel, chirurg. Venuje sa najma chirurgickej lie¢be solidnych
nadorovych ochoreni. V projekte bude zabezpe&ovat odber pacientskych vzoriek a ich dalSie spracovanie.
MUDr. Peter Chvalny, PhD. — vysokoskolsky u€itef, chirurg. Venuje najma chirurgickej lie€be solidnych
nadorovych ochoreni. Zabezpeéi odber pacientskych vzoriek a ich dalSie spracovanie.

Mamologické oddelenie LF UK a OUSA:

doc. MUDTr. Vladimir Bella, PhD. — primar, vedec. Zaobera sa prevenciou a analyzou vyvoja prsnikovych nadorov.
Podiela sa na rieSeni viacerych vedeckych grantov (VEGA, MZ; APVV). Je autorom a spoluautorom monografii,
univerzitnych textov a karentovanych vedeckych prac. V ramci projektu sa bude venovat publikacii a prezentacii
vysledkov.

e) Popis pouzitych metodickych postupov a ich zdévodnenie:

Nadorové a tukové tkanivo budeme ziskavat na zaklade spoluprace s Narodnym onkologickym dstavom a
Onkologickym ustavom sv. AlZbety. Projekt je schvaleny etickou komisiou pod &islom TRUSK-003. Tukové
tkanivo z okolia karcindmu bude sterilne odobraté do kultivatného média pre MSC, nadorove tkanivo bude po
vyhodnoteni patolégom sterilne odobrané do média pre nadorové bunky. Tkaniva budi okamzite po prevoze na
UEO BMC SAV spracované nasledovne:

- MSC budu z tukového tkaniva izolované mechanickym nastrihanim, enzymatickym natravenim kolagenazou |
pri 37°C 150 rpm 45 min a naslednou adherenciou na kultivaény plast.

- nadorové tkanivo bude nastrihané, natravené pomocou kolagenazy Xl pri 37°C 1-2 hodiny a vyizolované bunky
budu kultivované vo forme organoidov podfa protokolu Sachs et al. 2018.

MSC budeme charakterizovat na zaklade ich schopnosti diferencovat do adipocytov, chondrocytov a
osteoblastov a na zéklade expresie povrchovych markerov. Schopnost chondrogénnej a osteogénnej
diferenciacie MSC bude analyzovana pomocou StemPro diferenciaéného kitu a adipogénna diferencidcia bude
sledovana pod vplyvom diferenciaéného média obsahujuceho hydrokortizon, indomethacin a IBMX. Farbenie
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