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Priloha ¢&. 2 Zmluvy o poskytnuti prostriedkov mechanizmu

OPIS PROJEKTU

Opis projektu pre cel vyzvy s kddom 09103-03-V04 ,Stipendia pre excelentnych vyskumnikov a vyskumnicky R2-R4*.
l. VSeobecné informacie o projekte

Nazov projektu:

Zapojenie hypoxiou indukovanej karboanhydrazy IX v interakcii nadorovych buniek
s krvnymi bunkami poas metastatického Sirenia

Akronym projektu: METADISCA

Kdd projektu: 09103-03-V04-00444

Nézov programu: Plan obnovy a odolnosti SR

Komponent: 9. EfektivnejSie riadenie a posilnenie financovania vyskumu, vyvoja a inovacii
Planu obnovy a odolnosti Slovenskej republiky

Investicia: 3. Excelentnd veda

Schéma pomoci

Neuplatiiuje sa

Anotacia projektu

Hematogénne Sirenie nadorovych buniek z primarneho tumoru je hlavnou cestou,
ktorou sa dostavaju do sekundarnych organov a zakladaju metastazy, ktoré su
hlavnou pri¢inou umrti na rakovinu. Cirkulujice nadorové bunky (CTC) sa vylucuju
do krvného obehu ako jednotlivé CTC alebo CTC zhluky, ktoré vykazuju vySSi
metastaticky potencial. Intravazécia, kltucovy krok v Sireni rakoviny, je kriticky
ovplyvnena mikroprostredim nadoru, konkrétne hypoxiou. CAIX, kltcovy
komponent adaptacie buniek na hypoxiu, je exprimovany v mnohych karcindmoch
S0 zlou prognézou a je pritomny aj v CTC. Funkcné viastnosti CAIX st relevantné
pre Sirenie klastrov CTC, vratane zvySenej migracie/invazivity a ulohy v bunkovej
adhézii. Tvorba heterotypickych zhlukov nadorovych buniek a krvnych buniek v
krvnom rieCisku podporuje metastazovanie. V' navrhovanom projekte budeme

Studovat’ interakcie medzi  biomarkerom  hypoxie CAIX a  krvnymi
bunkami/vaskularnymi  adhéznymi  proteinmi s cieflom  vyvinut  novu
antimetastaticku liecbu.

Il. Harmonogram projektu

1. Interakcia CAIX-bunky

Zaciatok realizacie Projektu 08/2024
(MM/RRRR)
Ukonéenie vecnej realizacie 06/2026

Projektu (MM/RRRR
lll. Pracovné baliky projektu

1. Interakcia CAIX-bunky

M1

M1

M16

M16

2. Uloha selektinu/integrinu

2. Uloha selektinu/integrinu

M7

M7

M20

M20

3. Identifikacia domény

3. Identifikacia domény

M13

M13

M23

M23

4. Invadovanie nadorovych buniek

4. Invadovanie nadorovych buniek

M13

M13

M23

M23
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5. Zhluky CTC;

5. Zhluky CTC;

M8

M8

M23

M23

6. Riadenie projektu

6. Riadenie projektu

M1

M1

M23

IV. Ciel projektu a vystupy projektu

M23

Ciel projektu

Sirenie rakovinovych buniek a tvorba metastaz st hlavnou priginou dmri
suvisiacich s rakovinou. Hlavny ciel projektu je zamerany na objasnenie interakcie
medzi cirkulujucimi nadorovymi bunkami (CTC) a imunitnymi bunkami pocas
Sirenia rakoviny krvou s potencialnym vyuZzitim v antimetastatickej terapii s
dérazom na hypoxiu. Cirkulujiice nadorové bunky su prekurzormi metastazovania
u vacsiny solidnych nadorov. Povrchové markery spojené s CTC mézu sluzit ako
potencialne ciele pre antimetastatickl terapiu. KedZze vyznam $pecifickych
povrchovych markerov sa méZe lisit v zavislosti od typu rakoviny, spolocny jav
VvacSiny solidnych nadorov - hypoxia méZe vyvolat' vSeobecnejSie Cciele
antimetastatickej lieCby. Hypoxia, ktora sa vztahuje na stav nizkych hladin kyslika
v tkanivach, zohrava vyznamnu ulohu pri Sireni CTC do krvného obehu a
sprostredkiva rézne aspekty metastatického procesu vratane prezivania CTC,
vyhybania sa imunitnému systému a adhézie na krvné bunky. V navrhovanom
projekte budeme Studovat' interakcie medzi hypoxickym biomarkerom karbonickej
anhydrazy IX (CAIX), ktory je Siroko exprimovany vo vécSine hypoxickych nadorov,
a krvnymi bunkami s ciefom vyvinut nové terapeutické stratégie zamerané na
interakciu medzi CTC a imunitnymi bunkami pocas procesu metastazovania.
Konkrétne ciele projektu su tieto:

1. Objasnit, ¢i expresia CAIX na povrchu nadorovych buniek ulahCuje
interakciu medzi nadorovymi bunkami a krvnymi bunkami.

Tento $pecificky ciel sa dosiahne porovnanim interakcie medzi CAIX-vyradenymi
a hypoxiou indukovanymi CAIX-expresnymi bunkami (napr. MCF7, MDA-MB-231,
HCT116 atd.) s krvnymi bunkami (izolované PBMC, trombocyty, endotelova
bunkova linia) a porovnanim normoxickych a hypoxickych nadorovych buniek s
krvnymi bunkami.

Overenie sa vykona pomocou pdvodne CAIX-negativnych buniek v porovnani s
CAIX-wt nadmerne exprimujucimi (transfekovanymi) rakovinovymi bunkami s
krvnymi bunkami.

2. Definovat, ¢i nadorom exprimovany CAIX interaguje s adhezivnymi
receptormi cievnych buniek - selektinmi (P-, L-, E-) a integrinom a2f1, ktory
podporuje extravazaciu a metastazovanie nadorovych buniek.

Tento Specificky ciel sa dosiahne ko-inkubéaciou CAIX-negativnych oproti CAIX-wt
nadmerne exprimovanym (transfekovanym) nadorovym bunkam s purifikovanymi
chimérickymi selektinovymi molekulami (P-, L-, E-) a analyzuje sa pomocou
prietokovej cytometrie a konfokalnej mikroskopie. Pouziji sa aj hypoxické
rakovinové bunky s endogénnou expresiou CAIX s naslednou kvantifikaciou
selektinového signélu pre CAIX-pozitivnu vs. CAIX-negativnu subpopulaciu.
Overenie sa vykona pomocou hypoxickych rakovinovych buniek s nadmernou
expresiou CAIX-KO a CAIX-wt s purifikovanymi selektinmi (FACS, IF-
kolokalizacia).

Interakcia sa bude hodnotit aj koprecipitaciou purifikovanych selektinovych chimér
a purifikovaného fuzneho proteinu CAIX-SBP.

Overenie sa vykona koprecipitaciou purifikovanych selektinov s extraktmi
rakovinovych buniek a/alebo médiami s bunkovym stavom obsahujicimi extra-
Sedu formu proteinu CAIX (CAIX-ES).
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Interakcia CAIX s integrinom a2f31 na povrchu trombocytov sa dosiahne metédou
koimunoprecipitacie po spolocnej kultivacii rakovinovych buniek s trombocytmi.
Overenie sa vykond pomocou metody imunofluorescencnej kolokalizacie a
proximity ligation assay (PLA), ktora indikuje priamu interakciu proteinov in situ.

3. Potvrdenie interakcie medzi hypoxiou indukovanym CAIX na povrchu
rakovinovych buniek a vybranymi krvnymi bunkami, ktoré sa podielaju na tvorbe
heterotypickych zhlukov CTCs - krvnych buniek, ktoré su rozhodujice pre
hematogénne metastazy.

V zavislosti od vysledkov z ciela 2 porovname interakciu rakovinovych buniek s
nadmernou expresiou CAIX a CAIX-negativnych rakovinovych buniek (alebo
CAIX-KO vs CAIX-wt) s izolovanymi vybranymi krvnymi bunkami (trombocyty,
neutrofily) exprimujucimi Specifické selektiny/integriny (P-, L-, a2B1 integrin)
pomocou  prietokovej  cytometrie.  Identifikacia  Specifickych  proteinov
interagujucich s CAIX sa vykona pomocou protilatok blokujucich funkciu
prislusnych receptorov (napr. anti-P-selektin a a2B1-integrin Ab).

Overenie sa vykona pomocou testu adhézie pomocou konfokalnej mikroskopie s
analyzou kolokalizacie CAIX a Studovanych proteinov a PLA testu. Tuto interakciu
overime aj pomocou rakovinovych buniek s endogénnou expresiou CAIX
indukovanou hypoxiou a naslednou kvantifikaciou viazanych buniek na CAIX-
pozitivne alebo CAIX-negativne subpopulacie

4, Identifikovat Specifickti doménu CAIX zodpovedn( za interakciu selektinu
S integrinom.

Tento ciel sa dosiahne pouZitim dele¢nych mutantov CAIX s odstranenou jednou
z extracelularnych domén CAIX (dPG, dCA). Uréime vyznam glykozylacnych miest
CAIX pomocou glykozylaénych mutantov (Serb4, Thr115 - v pripade domény PG;
Asp346 - v pripade domény CA).

Overenie sa vykona pomocou Specifickych protilatok, ktoré sa viazu na PG-
doménu (M75) alebo CA-doménu (VII/20, V/10). Tento pristup prinaSa aj poznatok,
Ci by protilatky proti CAIX mohli byt Gi¢inné v antimetastatickej liecbe.

5. Hodnotenie schopnosti invazie a aktivacie signalnych dréh CAIX+/CAIX-
nadorovych buniek prostrednictvom priameho kontaktu s krvnymi bunkami
uvedenymi v predchédzajucich cieloch (trombocyty/neutrofily)

Tento ciel sa dosiahne pomocou testu transmigracie rakovinovych buniek
inkubovanych s bunkami izolovanymi z [udskej krvi (trombocyty/neutrofily)
pocitanim migrovanych buniek. Porovhame tu vplyv priameho kontaktu s krvnymi
bunkami na invaziu s ohladom na expresiu CAIX (CAIX-KO verzus hypoxické
rakovinové  bunky exprimujuce CAIX; CAIX-negativne verzus CAIX-
overexpresivne (transfekované) rakovinové bunky; normoxické verzus hypoxické
rakovinové bunky). Vplyv spolocnej kultivacie na signalne drahy podielajice sa na
invazii sa bude analyzovat' pomocou protedmového profilového testu (XL-oncology
array; fosfokindzova array) a mRNA.

Overenie vplyvu expresie CAIX na schopnost’ invazie po priamom kontakte s
krvnymi bunkami sa vykona pomocou protilatok blokujucich funkciu (anti-CAIX,
antiselektiny/integriny). Rovnaky pristup sa pouzije pri hodnoteni signalnych drah).
6. Hodnotenie pritomnosti CAIX v CTC - zhlukoch krvnych buniek
oddelenych z klinickych vzoriek pacientov s rakovinou a ich korelacia s klinickym
vysledkom.

Tento ciel bude dosiahnuty v spolupraci s prof. Borsigom Luborom (Institt
fyzioldgie, Univerzita v Ziirichu, Svajciarsko) a prof. Aceto Nicola (Institit
molekuldrnych zdravotnych vied, ETH Zirich, Svajéiarsko). CTC ziskané od
pacientov sa budu zachytavat pomocou separacnej kazety Parsortix

Vystupy projektu

wpr1

D1.1 Protokol popisujuci adhézny test medzi vybranymi krvnymi bunkami a TC
D1.2 Seminér - institucionalny semindr s prezentéaciou vysledkov o zapojeni CAIX
do interakcii s krvnymi bunkami otvoreny aj pre vedcov mimo BMC

wp2
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D2.1 Purifikovany protein CAIX-SBP

D2.2 Bunkové extrakty ziskané po kokultivacii nadorovych buniek a krvnych
buniek

D2.3 Protokol - opis koprecipitacnej metody pouZitej na potvrdenie interakcie
medzi CAIX a selektinmi/integrinom a2f31

D2.4 Priebezna sprava - zhrnutie najdéleZitejSich vysledkov dosiahnutych poc¢as
prvych 18 mesiacov realizacie projektu

D2.5 Verejna prezentacia vysledkov projektu

WP3

D3.1 Transfekované HEK bunky exprimujuce delecné a glykozylacné mutanty
CAIX proteinu fazovaného s SBP, konkrétne dPG-SBP, dCA-SBP, CAIX-S54-
SBP, CAIX-T115-SBP a CAIX-N346-SBP

D3.2 Purifikované delecné a glykozylacné mutanty proteinu CAIX fuzované s SBP
D3.3 Konferencia - aktivna tucast na medzinarodnej vedeckej konferencii s cielom
podelit sa o pokrok s vedeckym publikom

D3.4 Publikacia - ¢lanok vo vyznamnom vedeckom casopise s otvorenym
pristupom indexovanom vo WoS/Scopus, zaradeny v kvartile Q1/Q2

WP4

D4.1 Proteinové bunkové extrakty ziskané po priamej kokultivacii nadorovych
buniek a krvnych buniek s ohladom na expresiu CAIX

D4.2 RNA izolovana po priamej kokultivacii nadorovych buniek a krvnych buniek
D4.3 Zoznam diferenciélne exprimovanych proteinov po kokultivacii vzhfadom na
expresiu CAIX na TC

D4.4 Zoznam diferencialne exprimovanych génov po kokultivacii vzhladom na
expresiu CAIX na TC

D4.5 Rukopis pripraveny na zaslanie do prislusného vedeckého casopisu s
otvorenym pristupom indexovaného vo WoS/Scopus, zaradeny do kvartilu Q1/Q2
WP5

D5.1 Seminar - inStitucionalny semindr rekapitulujuci vysledky ziskané pocas
realizacie projektu, otvoreny aj pre vedcov mimo BMC

D5.2 ZavereCna sprava - podrobny opis najdéleZitejSich novych vysledkov
zZiskanych pocas realizacie projektu vratane novych metdd zavedenych na ucely
projektu

WP6

D6.1 Uvodné stretnutie

D6.2 Ulozisko projektu obsahujiice vsetky vysledky projektu, protokoly, stbory
D6.3 Projektové stretnutia (interné)

D6.4 Projektové stretnutia (externé)

D6.5 PredloZenie vyskumného projektu so zapojenim vyskumnika - priprava a
predloZenie vyskumného projektu, ktory vychadza z vysledkov ziskanych pocas
realizacie projektu a rozSiruje ich

Mifniky projektu Cislo  Mirnik Cislo Metdda overovania
milnika pracovného
balika

1. Identifikacia krvnych buniek ~ WP1 Ulozisko projektu
interagujucich s CAIX

2. Protein interagujuci s CAIX  WP2 Ulozisko projektu

3. Identifikacia CAIX- WP3 Ulozisko projektu
interakcnej domény

4, Vplyv CAIX na invaziu TC WP4 Ulozisko projektu
vyvolanu BCs

) Vplyv CAIX na signalizaciu ~ WP4 Ulozisko projektu
vyvolanu TCs-BCs

6. Detekcia CAIX v klastroch WP5 Ulozisko projektu

CTCs-BCs u pacientov
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V. Informéacie o vyskumnikovi/vyskumnicke

Identifikacia Eliska Svastové
vyskumnika/vyskumnicky
Typ podpory/faza kariéry

VA /A

MINISTERSTVO
SKOLSTVA, VYSKUMU,

B) Stipendium vyskumnika R3

Vedna oblast’ Prirodné a lekarske vedy

VI. Rozpocet projektu

Celkova vyska opravnenych 164 636,10 €
vydavkov
Vyska prostriedkov mechanizmu bez | 157 665,75 €
DPH
Vyska prostriedkov mechanizmu-na | 6 970,35 €
DPH
Prostriedky mechanizmu na Prostrleflky Prostrlefiky Prostriedky mechanizmu na
mzdové naklady vyskumnika mechanizmu na mechanizmu na nepriame naklady bez DPH
yvy vyskum bez DPH vyskumny tim P y
86 814,00 € 19 500,00 € 36 000,00 € 15 351,75 €




