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Nazov pracoviska, na ktorom bol projekt rieSeny

Neuriobiologicky ustav Biomedicinskeho centra Slovenskej akadémie vied

Nazov a stat zahrani¢éného pracoviska, ktoré spolupracovalo pri rieSeni

Department of Cellular Signaling, Mossakowski Medical Research Centre Polish Academy
of Sciences, Warsaw, Poland - (prof. Joanna Strosznajder - neurozapal a
neurodegeneracia)

Neuroregeneration Laboratory, Department of Anesthesiology, University of California, San
Diego, United States - (prof. Martin Marsala - subpialna aplikacia)

Jozef Pitsudski University of Physical Educationin Warsaw Faculty in Biata Podlaska,
Poland - (prof. Malgorzata Chalimoniuk - vplyv cvi€enia/tréningu na neurodegenerativne
ochorenia)

Department of Molecular Biophysics, Bogomoletz Institute of Physiology Kiev, Ukraine -
(prof. Nana Vojtenko - funkéna charakterizacia neurénov)

Udelené patenty/podané patentové prihlasky, vynalezy alebo uzitkové vzory, ktoré su
vysledkami projektu

Pocas rieSenia projektu neboli udelené patenty/podané patentové prihlasky, vynalezy alebo
uzitkové vzory, ktoré su vysledkami projektu. Pocas rieSenia projektu bol vyvinuty miniaturny
stimulator (50uA) s oscilujucim elektrickym polom (OSF), ktory dokaze menit polaritu
elektrického pofa kazdych 15 minut po dobu 8 tyzdnov. Elektrické obvody stimulatora boli
obalené biokompatibilnym silikbnovym materialom (Duosil Express, SHERA), ktory chrani
stimulator pred poskodenim. Uskuto&nené bolo testovanie bezpecnosti, biokompatibility a
funkénosti stimulatora. V teste teplotnej zavislosti bol izolovany stimulator vystaveny
pbésobeniu vysokych a nizkych teplét. OSF stimulator s pridavnymi vodi¢mi, pripojenymi k
obvodom stimulatora, ktoré boli subkutanne externalizované na chrbtovej strane
experimentalnych zvierat tak, aby na ne zviera nemohlo dosiahnut, bol implantovany a
otestovany v podmienkach in vivo. Snimanim napatovych zmien z tychto vodicov bola v
priebehu 8 tyzdhového intervalu sledovana funkénost a spolahlivost OSF stimulatora. V
skupine intaktnych zvierat s implantovanym stimulatorom boli zvierata po operanom
zasahu monitorované, aby sa vylucilo poSkodenie miechy spésobené zavedenim elektréd
do epiduralneho priestoru. Takto izolovany stimulator je schopny dodavat elektricky prad do
oblasti poSkodenej miechy prostrednictvom dvoch Ir/Pt elektréd implantovanych do
epiduralneho priestoru dva segmenty kranialne a kaudalne od miesta experimentalne
navodenej kompresie miechy (Th9 segment). Tento metodicky pristup je sucastou
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publikacie, ktora bola uverejnena v karentovanom ¢asopise J Neurosci Methods, vol. 311, p.
102-110, 2019.

Najvyznamnejsie publikacie (knihy, €élanky, prednasky, spravy a pod.) zhriiujuce
vysledky projektu — uvedte aj publikacie prijaté do tlace

NajvyznamnejSie publikacie:

Bimbova K, Bacova M, Kisucka A, Pavel J, Galik J, Zavacky P, Marsala M, Stropkovska A,
Fedorova J, Papcunova S, Jachova J, Lukacova N. A Single Dose of Atorvastatin Applied
Acutely after Spinal Cord Injury Suppresses Inflammation, Apoptosis, and Promotes Axon
Outgrowth, Which Might Be Essential for Favorable Functional Outcome. Int J Mol Sci. 2018
Apr 7;19(4). pii: E1106. (3.687 — IF2017). doi: 10.3390/ijms19041106, (cit: 6).

Bacova M, Bimbova K, Fedorova J, Lukacova N, Galik J. Epidural oscillating field
stimulation as an effective therapeutic approach in combination therapy for spinal cord
injury. J Neurosci Methods, vol. 311, p. 102-110, 2019, (2,668 — IF2018). doi:
10.1016/j.jneumeth.2018.10.020.

Lukadova, N - Hricova, L - Kisucka, Aa - Papcunova, S - Bimbova, K - Badova, M - Pavel, J
- Marsala, M - Vanicky, | - Dzurjaskova, Z - Matéffy, S - Lukacova, V - Stropkovska, A -
Galik, J. Is Innervation of the Neuromuscular Junction at the Diaphragm Modulated by
sGC/cGMP Signaling? Frontiers in Physiology, vol.11, art.700, p.1-13, 2020. (3.367 —
IF2019). doi: 10.3389/fphys.2020.00700

Najvyznamnejsie prednasky:

Lukacova N., Bimbova K., Stropkovska A., Bacova M., Galik J. Benefit statins in spinal cord
injury. Oral presentations - Neurochemical Conference 2017“Advances in molecular and
epigenetic mechanisms in neurodegeneration and neuroinflammation: novel therapeutic
approaches® October 19-20, 2017 Warsaw, Poland, p. 13, 2017,
http://neuroconf2017.com.pl/lib/fkf3xk/LECTURES---abstracts-in-alphabetical-order-
j84nbn5k.pdf, (pozvana prednaska).

Vyznamné medzinarodné sympézia:

Zorganizovanie medzinarodného sympézia ,8th International Symposium on Experimental
and Clinical Neurobiology“, ktorého sa zu&astnilo takmer 100 u€astnikov z 11 krajin
(KoSice, 18.-21.6.2017). Sympdzium bolo podporené medzinarodnymi organizaciami (ESN,
IBRO-PERC). Poskytuje Siroku platformu pre stretavanie sa odbornikov z oblasti
experimentalneho a klinického neurovedného vyskumu. Hlavny organizator: RNDr. Jan
Galik, CSc. Na sympdziu odzneli tri prednasky z vysledkov, ziskanych v ramci rieSenia
projektu (Lukacova, Galik, Pavel).

V r. 2019/20 prebiehala intenzivna priprava ,9th International Symposium on Experimental
and Clinical Neurobiology“, ktoré sa malo konat v dhoch 21.-24.6.2020. Vzhladom na
Zlozitu celosvetovu pandemicku situaciu bolo konanie sympézia prelozené na jun 2021
http://www.neurobiology.sk/symposium/.

Riesitel'sky kolektiv prezentoval svoje vysledky na vyznamnych svetovych a eurépskych
sympoziach. Abstrakty boli uverejnené v karentovanom ¢asopise IBRO Reports a v Abstract
Books z jednotlivych sympozii:

FENS regional meeting (Pécs, Madarsko) 20.-23.9.2017 (Stropkovska et al., BaCova et al.).
11th FENS Forum of Neuroscience: The 20th Anniversary of FENS - Berlin, Germany:
FENS, 7-11 jul 2018 (Bimbova et al.).

FENS Regional Meeting : Abstract Book [elektronicky zdroj]. - Belgrade, Serbia : FENS, 10.
- 13. July 2019 (Bacova et al., Bimbova et al.).

10th IBRO World Congress of Neuroscience IBRO 2019. - DEAGU, KOREA, 21. — 25.
September. 2019 (Lukacova et al, IBRO Reports, 2019, vol. 6, p. S532-S533, (1,08-
IF2018).

Riesitelsky kolektiv ziskal poCas rieSenia projektu dva nové APVV projekty a tri VEGA
projekty, ktoré priamo nadvazuju na rieSeny projekt.

Uplatnenie vysledkov projektu

Vysledky ziskané v ramci rieSenia projektu maju viaceré moznosti uplatnenia:

1) Atorvastatin je statin, ktory sa v klinike uziva na znizenie rizika kardiovaskularnych

prihod. Doposial sa v lie€be traumatického poranenia miechy nepouziva. V experimentalnej

medicine sa dokazalo, Ze Atorvastatin aplikovany po dobu niekolkych dni pred

traumatickym poranenim miechy, pripadne po traumatickej Iézii ma protizapalovy, anti-
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apoptoticky a anti-adhézny efekt. V naSich experimentoch bola Styri hodiny po Th9
kompresii pozorovana 12-nasobne zvySena koncentracia prozapalového interleukinu (IL-113)
v krvnom sére. Atorvastatin (5mg/kg, i.p.) aplikovany ihned po traumatickej lézii znizil
uvoliovanie pro-zapalového cytokinu IL-1R takmer na kontrolné hodnoty, redukoval
infiltraciu destruktivnych M1 makrofagov a aktivaciu rezidentnych buniek
(astrocyty/mikroglia), a potlacil aktivitu pro-apoptotického markera (kaspaza-3) v neurénoch,
astrocytoch a oligodendrocytoch v mieste lézie 1 defi po Th9 kompresii. Sest’ tyzdriov po
jednorazovej aplikacii Atorvastatinu bolo pozorované prerastanie Gap-43- a NF-h-
imunoreaktivnych axénov v najviac poskodenych dorzo-lateralnych povrazcoch a tiez sa
zaznamenalo vyrazné zlepSenie neurologického skore. Ukazalo sa, Ze naasovanie podania
tohto lieku po traume miechy hra kfu€ovu ulohu. Vysledky tejto Studie su vhodné pre
predklinické studie na velkych experimentalnych zvieratach. Potvrdenie naSich vysledkov
mobze viest k doporuéeniu na pouZitie atorvastatinu ako lieku prvej linie na lieCbu akutneho
traumatického poranenia miechy.

2) Za ucelom aplikacie slabého elektrického gradientu k miestu traumatického poranenia bol
pocas rieSenia projektu vyvinuty miniaturny stimulator (50uA) s oscilujucim elektrickym
polom (OSF), ktory dokaze menit polaritu elektrického pola kazdych 15 minut po dobu 8
tyzdriov. Stimulator dodava elektricky prud do oblasti poSkodenej miechy prostrednictvom
dvoch Ir/Pt elektréd implantovanych do epiduralneho priestoru dva segmenty kranialne a
kaudalne od miesta traumatickej lézie. Zistili sme, Ze implantacia OSF stimulatora
predstavuje bezpecnu, stabilnd a vhodnu metddu, ktora mbdze najst uplatnenie v
regeneracnej medicine. Tento terapeuticky pristup je vhodny pre kombinovanu terapiu,
ktora je klu€ova pre funkénu obnovu.

3) V ramci projektu bola zavedena nova metdda (subpialna aplikacia), ktora umoznuje
aplikaciu lieCivych latok priamo pod pia mater, priCom nedochadza k poruseniu samotného
parenchymu miechy. Tato metdda bola primarne vyvinuta za u¢elom dorucenia lie€ivych
latok do CNS pomocou adenovirusov. V ramci rieSitelského kolektivu bola metdéda uspesdne
zvladnuta (Dr. Bimbova, Dr. Kisuckd) a pouzita v experimentoch na subpialnu aplikaciu
ChABC.

4) S prednostom Neurochirurgickej kliniky LF UPJS prof. MUDr. Miroslavom Gajdo$om,
PhD. prebieha intenzivna komunikacia o prinose vysledkov, ziskanych v ramci projektu.
Zhodnotenie diel€ich vysledkov (aplikacia atorvastatinu, elekticka stimulacia, aplikacia Rho-
Rock inhibitora) vyustilo do pripravy projektu- APVV-19-0324 s nazvom ,Vyvoj transla¢ne
relevantnych regeneraCnych a reparativnych stratégii po traumatickom poraneni miechy
potkanov®. Neoddelitelnou sucastou zZiadosti je original alebo uradne overena kdpia Zmluvy
o buducej zmluve o vyuziti vysledkov rieSenia projektu v praxi medzi ziadatelom a
odberatelom vysledkov rieSenia projektu. Neurochirurgicka klinika LF UPJS je odberatelom
vysledkov ziskaného projektu, ktory je zamerany na vyskum zapalovej odpovede po
experimentalne navodenom traumatickom poraneni miechy.

Suhrn vysledkov rieSenia projektu a naplnenia cielov projektu v slovenskom jazyku
(max. 20 riadkov)

Cielom projektu bolo navrhnut subor terapeutickych opatreniii, ktoré su klu¢ové pre obnovu
funk&nych spojeni po traumatickom poraneni miechy (SCI). Atorvastatin (ATR, 5 mg/kg;
i.p.). podany jednorazovo ihned po SCI u€inne moduloval zédpalovu odpoved. Tento liek
vyrazne znizil uvolfiovanie IL-IR 4 a 24 hodin po SCI, zabranil nadmernej infiltracii
makrofagov do sivej a bielej hmoty a vyznamne znizil aktivaciu rezidentnych buniek defi po
poraneni. Zda sa, ze modulacia zapalovej odpovede cez vplyv na M1/M2 makrofagy a
expresiu kaspazy-3 mdze byt rozhodujuca pre zlepSenie regeneracie tkaniva. Sest tyZzdfiov
po SCI, ATR podporil regeneraciu v mieste lézie, kranialne a kaudalne od epicentra a
vyznamne zlepSil neurologicky stav od 30. do 42. dna. Tieto vysledky podporuju pouzitie
ATR, i ked len v jednorazovej davke, ako jedného z terapeutickych liekov prvej linie na
lie€bu akutnych traumatickych poraneni miechy. Na podporu regeneracie tkaniva a
navigaciu prerastajucich axénov po SCI sme navrhli miniattrny stimulator oscilaéného pola
(OFS) a popisali spésob jeho epiduralnej implantacie ihned po SCI. Histologickeé,
imunohistologické, WB a behavioralne analyzy odkryli, Ze OFS vyznamne zvySil expresiu
neurofilamentov a s rastom spojeného proteinu GAP-43, masivne potladil tvorbu
aktivovanych astrocytov, zvysil integritu tkaniva v najviac postihnutych dorzolateralnych
stipoch miechy a vyznamne podporil funk&ny stav osem tyzdiiov po SCI . Nase zistenia
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potvrdzuju, Ze implantacia OFS je bezpe€na a vhodna pre kombinovanu lie€bu, ktora méze
ucinne podporovat a urychfovat regeneraciu a funkénud obnovu.

Suhrn vysledkov rieSenia projektu a naplnenia cielov projektu v anglickom jazyku
(max. 20 riadkov)

The aim of the project was to design a set of therapeutic interventions that are key for the
recovery of functional connections after traumatic spinal cord injury (SCI). Atorvastatin
(ATR, 5mg/kg; i.p.). applied in a single dose immediately after SCI considerably modified the
course of inflammatory response. This drug strongly reduced the IL-103 release at 4 and 24
hours, prevented excessive infiltration of macrophages into the gray and white matter, and
significantly reduced activation of resident cells at one day post-injury. It seems that
modulation of inflammatory response via effects on M1/M2 macrophages, and caspase-3
expression could be crucial for improvement of tissue regeneration. Six weeks post SCI,
ATR promoted regeneration at the lesion site and cranially and caudally from the epicenter,
and significantly improved the neurological outcome from day 30 to 42. These results
strongly support the use of ATR, even in a single dose, as one of the first-line therapeutic
drugs to treat acute traumatic SCI. To promote tissue regeneration and navigation of
outgrowing axons after SCI| we designed a miniature oscillating field stimulator (OFS) and
described method of its epidural implantation immediately after SCI. Histological,
immunohistological, WB and behavioral analyses revealed that OFS significantly increased
the expression of neurofilaments and growth associated protein GAP-43, massively
suppressed formation of activated astrocyte, increased the tissue integrity in the most
affected dorsolateral spinal cord columns and significantly promoted functional outcome
eight weeks after SCI. Our findings confirm that implanting of OFS is safe and suitable for
combined therapy which could effectively promote and accelerate regeneration and
functional restoration.
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