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l. VSeobecné informacie

OPIS PROJEKTU

kodom 09103-03-V04 ,Stipendia pre excelentnych vyskumnikov a vyskumnicky R2-R4“.

Nazov projektu:

o projekte
Uloha imunitného systému pri progresii NAFLD a identifikacia potencialnych imunologickych
biomarkerov

Akronym projektu: FLIMB

Kaod projektu: 09103-03-V04-00463

Nazov 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. Excelentna veda

Schéma pomoci

Neuplatfiuje sa

Anotacia projektu

Il. Harmonogram projekt

Nealkoholové stukovatenie pecene (NAFLD) je celosvetovo najrozSirenejsSim chronickym
ochorenim pecene, ktoré je Specifické hromadenim tuku a nesuvisi s konzumaciou alkoholu.
Patologické stavy v NAFLD st réznorodé, ale tizko prepojené so zapalom. Jednou z hlavnych
prekazok v diagnostike a liecbe NAFLD je absencia adekvatnych diagnostickych nastrojov a
translacnych predklinickych modelovych systémov odraZajucich zavaznost ochorenia a
schopnosti monitorovat ucinnost lieby relevantnej pre ¢loveka. Z toho dévodu, som si za hlavny
ciel predkladaného projektu zvolila: 1) vyvindt novy in vitro model interakcie medzi peceriovymi
(hepatocyty, peceriové hviezdicové bunky) a imunitnymi bunkami, ktory bude zahfriat’ ako
prirodzent (Kupfferove bunky) tak aj adaptivnu (mononuklearne bunky periférnej krvi) zloZku
imunity v lipotoxickych podmienkach podobnym NAFLD; 2) identifikovat potencialne
imunologické biomarkery v podmienkach in vitro (v modeli) a nasledne ich potvrdit v krvi/plazme
pacientov s NAFLD.

realizacie Projektu
MM/RRRR

lll. Pracovné baliky proje

Poradové ¢islo anazov
pracovného balika (PB)

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

ktu
1. Vyvoj nového modelu interakcie peceriovych a imunitnych buniek ,in vitro®.

(mesiac projektu — Mx)

Zaciatok realizacie PB M1
(mesiac projektu — Mx)
Koniec realizacie PB M10

Poradové ¢islo anazov
pracovného balika (PB)

2. Hodnotenie vrodenej a adaptivnej imunitnej odpovede na modeli peceriovych imunitnych
buniek v podmienkach imitujucich nutricné pretazenie

(mesiac projektu — Mx)

Zaciatok realizacie PB M7
(mesiac projektu — Mx)
Koniec realizacie PB M18

Poradové ¢islo anazov
pracovného balika (PB)

3. Identifikacia potencialnych imunologickych biomarkerov pri progresii NAFLD

(mesiac projektu — Mx)
IV. Cief projektu a vystupy projektu

Zaciatok realizacie PB M11
(mesiac projektu — Mx)
Koniec realizacie PB M23
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Ciel projektu

Celkovym cielom navrhovaného projektu je poskytnit novy pohlad na pochopenie klticovych
imunologickych procesov, ktoré sa podielaju na progresii NAFLD, lepSie pochopit’ dlohu
vrodeného a adaptivneho imunitného systému, ich vzajomné prepojenie v patogenéze NAFLD a
v neposlednom rade ich vyuZzit na identifikaciu potencialnych imunologickych biomarkerov pre
dalsiu diagnostiku a intervenciu NAFLD.

Na zaklade stanoveného ciela je FLIMB Strukturovany do tychto troch hlavnych pracovnych
balikov (WP): WP 1: Vyvoj nového modelu interakcie peCeriovych a imunitnych buniek ,in vitro®,
WP 2: Hodnotenie vrodenej a adaptivnej imunitnej odpovede v modeli peceriovych a imunitnych
buniek v podmienkach imitujucich nutricné pretazenie (NAFLD-like). WP 3: Identifikacia
potencialnych imunologickych biomarkerov pri progresii NAFLD

Po prvé, uskutocni sa vyvoj nového systému bunkovych kultar ,in vitro® (systém spolocnej
kultivacie hepatocytov, HSC a imunitnych buniek), ktory napodobriuje zjednoduseni verziu
procesov interakcie buniek zapojenych do progresie NAFLD a patogenézy NASH [WP1]. Na
vyhodnotenie a pochopenie toho, ktoré procesy vrodenej a adaptivnej imunity sa spustaju, sa
vyrobi prostredie bunkovej kultury in vitro s podmienkami imitujucimi nutricné pretazenie
Specifické pre NAFL a patogenézu NASH. Nasledne sa budi analyzovat a odhalovat’ Specifické
podskupiny imunitnych buniek aktivovanych v ramci oboch tdrovni imunitnej odpovede (vrodenej
a adaptivnej) prostrednictvom kvalitativnych a kvantitativnych metod vhodnych na stanovenie
heterogénnej bunkovej populacie (prietokova cytometria, triedenie buniek, konfokalna
mikroskopia, ELISA, western blot, PCR v realnom ¢ase) [WP2]. Takto navrhnuty model interakcie
peceriovych a imunitnych buniek sa napokon pouZije ako nastroj na identifikaciu potencialnych
imunologickych biomarkerov v patogenéze NAFLD prostrednictvom povrchovej identifikacie
prevazne aktivovanych imunitnych buniek (metéda CSC, technolégia HATRIC) a analyz nakladu
EV (IAC, LC-MS/MS) v médidch bunkovych kultir. Relevantnost identifikovanych
imunologickych biomarkerov zo systému bunkovych kokultur ,in vitro“ sa nakoniec overi v krvi
(biomarkery na PBMC) a plazme (biomarkery v naklade EVs) detskych pacientov s NAFLD
[WP3].

Vystupy projektu

Cislo  Vystup Cislo Typ Pristup a Metoda
vystupu pracovného Sirenie overovania
balika
1, SOPs WP1 Pracovny N=neverejné,  Audity; inSpekcie
manual obmedzené
len na
vyskumni
komunitu
2. Model WP1 vyskumny — P= verejny Ziskané udaje -
interakcie nastroj testy metabolickej
peceriovych a aktivity (test
imunitnych glukozy,
buniek in vitro cholesterolu a
ATP), detekcia
cytokinov
(stiprava na
multiplexny test
cytokinov),
kvantifikacia
ukladania
kolagénu
3. Perspektiva WP2 Biomarker  P= verejny Ziskané tdaje -
Imunologickeé ~ WP3 dbkaz
biomarkery pri identifikovanych
NAFLD biomarkerov v
krvi/plazme
pacientov s

NAFLD; absencia
u zdravych 0séb
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4. Vyucovacie WP1-3 Vzdelavanie P= verejny Webova stranka

aktivity Univerzity
Komenského,
Katedra fyzioldgie
a etologie zvierat

5. Vyskumné WP1-3 Vzdelavanie N= neverejné,  Vyrocné sprava
seminare obmedzené hostitelskej
oddelenia len na in$titucie

tim/hostitelsku
organizaciu

6. Aktivna acast  WP1-3 Prezentacia  P= verejny Certifikaty o
ha kongresoch ucasti; zbornik

abstraktov;
zbornik z
konferencie

7. Névrh WP2 Publikacia ~ P= verejny KoreSpondencia s
rukopisu WP3 redaktorom

8. Priebezna WP1-3 Sprava N= non- Correspondence
sprava public, limited  with stakeholder;

to grant audits;
provider inspections

9. Zaverecna WP1-3 Sprava N=neverejné,  Kore$pondencia
sprava obmedzené S0

na Zainteresovanymi
poskytovatela  stranami; audity;
grantu inSpekcie
Mifniky projektu Cislo  Milnik Cislo Metéda overovania
milnika pracovného
balika

1 Zalozenie  kultary WP1 Zavedené protokoly; testy metabolickej
zrelych  [udskych aktivity (glukdza, produkcia cholesterolu a
hepatocytov (ludské test ATP); morfologické zmeny spojené so
peceriové 3D zrelym fenotypom pomocou
sféroidy) imunofluorescencnej mikroskopie

(adipofilin, E-kadherin)

2 Vyvojin vitro modelu  WP1 Testy metabolickej aktivity (test glukdzy,
peceriovych cholesterolu a ATP); detekcia cytokinov
imunitnych buniek (multiplexnd ~ suprava na testovanie

cytokinov); vyluovanie CTHRCT1;
kvantifikacia ukladania kolagénu; analyza
FACS (ASGR1, alfa-1 antitrypsin, E-
Cadherin); imunofluorescencia (GFAP,
Desmin, a-SMA)

3 Vytvorenie WpP2 Hodnotenie  akumulacie  lipidov v
podmienok hepatocytoch pomocou
napodobriujucich imunofluorescencie  (farbenie  Bodipy),
nutricné pretazenie analyza  génovej  expresie  génov
(NAFLD-like) v spracovania lipidov (ACC1, FASN, DGAT?2
modeli  pecenovych atd.); cytokinov (IL1B, IL6, TNFa) a
imunitnych buniek markerov apoptézy (CASP3, CASP9)

pomocou PCR v redlnom CcCase;
kvantifikacia ukladania kolagénu, expresia
mRNA génov suvisiacich s fibrogenézou,
vyluovanie CTHRC1; detekcia cytokinov

4 Sprava za prvy rok  WP2, WP3 KoreSpondencia so zainteresovanymi

stranami, audity; inSpekcie
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10

11

12

13

14

Sirenie WP2, WP3
predbeznych

vysledkov na

konferenciach
Immunophenotyping  WP2

of KCs in NAFLD-

like conditions

Imunofenotypizacia ~ WP2, WP3
PBMC v

podmienkach

podobnych NAFLD

Odovzdanie WP2
vyskumnej prace

Identifikacia wWP2, WP3
potencialneho
imunologického

biomarkera

necielenou

detekciou

povrchovych

proteinov buniek
(technolégia CSC -
Surfaceome) a jeho
overenie v Krvi

detskych pacientov

s NAFLD

Izolacia EV WP3
pecenoveho pévodu

Z plazmy pacientov

s NAFLD

Identifikacia WP3
potencialneho
imunologického

biomarkera v

naklade EV

Sprava za druhy rok ~ WP3

Sirenie WP3
predbeznych

vysledkov na

konferenciach

Odovzdanie WP3
vyskumnej prace

Certifikaty o ucasti; zbornik abstraktov;
zbornik z konferencie

Identifikacia povrchovych markerov
aktivacie buniek (CD68, TIMP4, VSIG4,
MARCO+), receptora CXCR2, TGF-8
CCL1, 2, 5 chemokinov a cytokinov (IL-
16, TNF-q, IL-6, IL-10, IL-12, IL-23)
Viacfarebna a multiparametricka
prietokova cytometria na zaklade
celkového poctu buniek a drovne expresie
povrchovych bunkovych markerov (CD3,
CD4, CD8; CD19, CD5, B220; CD123,
CD141; CD1c; CD56, CD127,; CD14,
CD16 atd’.)

Kore$pondencia s redaktorom; akceptacia
vedeckych ¢asopisov; vyskumna
databaza (PubMed Central,
ResearchGate atd")

Technolégia CSC - Surfaceome sa
pouZije na identifikaciu krvnych
biomarkerov stvisiacich s PBMC u
pacientov s NAFLD. Na overenie
relevantnosti identifikovaného biomarkera,
ktory dokaze rozlisit chorych od
kontrolnych subjektov, sa pouZije
vykonnostna metrika plocha pod
operacnou charakteristikou prijimaca
(AUROC)36.

WB analyza $pecifickych protilatok proti
EVs (Exosome Panel; Calnexin, CD9,
CD63, CD81, Hsp70, TSG101),
elektronova mikroskopia a analyza
sledovania nanocastic.

Proteomické analyzy nakladu EV
pomocou kvapalinovej chromatografie
spojenej s tandemovou hmotnostnou
spektrometriou (LC-MS/MS) u pacientov s
NAFLD. AUROC sa pouzije na posudenie
diagnostickej schopnosti parametrov
zZiskanych z peceriovych EVs rozliSovat
medzi chorymi a kontrolnymi subjektmi.
KoreSpondencia so zainteresovanymi
stranami, audity; inSpekcie

Certifikaty o ucasti; zbornik abstraktov;
zbornik z konferencie

Kore$pondencia s redaktorom; akceptacia
vedeckych ¢asopisov; vyskumna
databaza (PubMed Central,
ResearchGate atd.)
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V. Informacie o vyskumnikovi/vyskumnicke

Identifikacia
vyskumnika/vyskumnicky

Zuzana Vince Kézmérova

MINISTERSTVO

SKOLSTVA, VYSKUMU,
VYVO]A A MLADEZE
SLOVENSKE] REPUBLIKY

A\ VisKumNA
AGENTURA

Typ podpory/faza kariéry

A) Stipendium vyskumnika R2

Vedna oblast

VI. Rozpocet projektu

Prirodné a lekarske vedy

Celkova vyska opravnenych | 148 306,80 €
vydavkov

Vyska prostriedkov 140 561,00 €
mechanizmu bez DPH

Vyska prostriedkov 774580 €

mechanizmu - na DPH

Prostriedky mechanizmu
na mzdové naklady
vyskumnika

Prostriedky mechanizmu Prostriedky mechanizmu
na vyskum bez DPH na vyskumny tim

Prostriedky mechanizmu na nepriame
naklady bez DPH

101 832,00 €

26 000,00 € 0,00 €

12 729,00 €




