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Nazov projektu Eviden¢né ¢islo projektu APWV-17-0037

Vyvoj novych in vitro modelov pre amyotroficku lateralnu skleré6zu a testovanie
bezpeénosti neuralnych prekurzorov odvodenych z Ffudskych indukovanych
pluripotentnych kmenovych buniek

Zodpovedny riesitel  Ing. Jan Strnadel, PhD.

Priilemca Univerzita Komenského v Bratislave - Jesseniova lekarska fakulta
v Martine

Nazov pracoviska, na ktorom bol projekt rieSeny

Laboratorium prietokovej cytometrie, fenotypizacie buniek a tkanivového inZinierstva
(https://www.biomedmartin.sk/en/laboratory-of-flow-cytometry-cell-phenotyping-and-
engineering/)

Martinské centrum pre biomedicinu,

Jesseniova lekarska fakulta v Martine,

Univerzita Komenského v Bratislave

Nazov a stat zahraniéného pracoviska, ktoré spolupracovalo pri rieSeni
Ustav Zivoginé fyziologie a genetiky, wi AV CR v Lib&chové, Ceska Republika
Laboratof bunééné regenerace a plasticity
(https://www.iapg.cas.cz/cs/laboratore/lab-bunecne-regenerace-a-plasticity/lide/)

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

European Patent Application No. 19218710.2

Title: "3D MESH"

Applicant: Comenius University in Bratislava

Your Ref.: Mesh-Plate

Our Ref.: CUB16881EP

Link:
https://worldwide.espacenet.com/patent/search/family/069061077/publication/EP3839033A17?
g=strnadel%20MESH

Patentované v spolupraci s EU patentovou kancelariou Schiweck Weinzierl Koch
Patentanwalte Partnerschaft mbB, Ganghoferstr. 68B 80339 Minchen.

(Patent predstavuje navrh zariadenia, umozfujuceho lahku vymenu média a mikroskopovanie
Struktur, rastucich v 3D prostredi na platniCke. Podnet k tomuto patentu dali problémy,
spojené s 3D kultivaciou tzv. embryoid bodies pri priprave neuralnych prekurzorov z iPSc
buniek, ako aj problémy spojené s 3D kultivaciou nadorovych sféroidov.)

Najvyznamnejsie publikacie (knihy, ¢lanky, prednasky, spravy a pod.) zhriiujuce
vysledky projektu — uvedte aj publikacie prijaté do tlace
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PUBLIKACIE, KTORE VZNIKLI V RAMCI PROJEKTU

(1) Strnadel, J., Zahumenska, R., Nosal, V., Smolar, M., Marcinek, J., Kalman, M., Juhas,
S., Juhasova, J., Studenovska, H., Dumortier, H., Chromec, T., Skovierova, H., Mitruskova,
B., Kapralik, I., Mersakova, S., Brany, D., & Halasova, E. (2020). Generation of ORIONi001-
A induced pluripotent stem cell line for in vitro modeling of sporadic form of amyotrophic
lateral sclerosis.Stem cell research, 48, 101981. https://doi.org/10.1016/j.scr.2020.10198
(IF=4,489)

(2) Strnadel, J., Dumortier, H. M., Hajduchova, D., Zahumenska, R., Nosal, V., Smolar, M.,
Marcinek, J., Kalman, M., Mersakova, S., Brany, D., Juhas, S., Juhasova, J., Studenovska,
H., Mitruskova, B., Suroviakova, S., Novakova, S., Skovierova, H., Kurca, E., Pecova, R.,
Plank, L., ... Halasova, E. (2022). In vitro modeling of amyotrophic lateral sclerosis with
induced pluripotent stem cell technology-derived cell line ORIONiIO02-A. Stem cell research,
63, 102870. https://doi.org/10.1016/j.scr.2022.102870 (IF=1,587)

(3) Zahumenska, R., Nosal, V., Smolar, M., Okajcekova, T., Skovierova, H., Strnadel, J., &
Halasova, E. (2020). Induced Pluripotency: A Powerful Tool for In Vitro Modeling.
International journal of molecular sciences, 21(23), 8910.
https://doi.org/10.3390/ijms21238910 (CC, IF=4,556)

(4) Kertys, M., Grendar, M., Horak, V., Zidekova, N., Kupcova Skalnikova, H., Mokry, J.,
Halasova, E., & Strnadel, J. (2021). Metabolomic characterisation of progression and
spontaneous regression of melanoma in the melanoma-bearing Libechov minipig model.
Melanoma Research, 31(2), 140-151. https://doi.org/10.1097/CMR.0000000000000722
(IF=3,199)

(5) Zahumenska, R., Kalman, M., Marcinek, J., Mersakova, S., Kertys, M., Pindura, M.,
Palkoci, B., Kycina, R., Vojtko, M., Chromec, T., Dumortier, H. M., Skovierova, H.,
Novakova, S., Mitruskova, B., Kapralik, I., Loderer, D., Grendar, M., Brany, D., Mokry, J.,
Bouvet, M., ... Strnadel, J. (2022). Establishment of PANDA - a new human pancreatic
ductal adenocarcinoma cell line with 3D cell culture technology. Neoplasma, 69(1), 165—
173. https://doi.org/10.4149/neo_2021_210924N1360 (IF=2,575)

(6) Strnadel J., Zdhumenska R., Hajduchova D., et al.(2020). Indukovana pluripotencia v in
vitro modelovani chordb a regenerativnej medicine. Bioprospekt 30 (4), 50-52.
http://bts.vscht.cz/sites/default/files/Bioprospect_c.4_1.pdf

(7) Strnadel J., Juhasova J., Zdhumenska R. et al. (2021) Projekt XenoPig — bunkové
inZinierstvo a transplanta¢na chirurgia v boji proti nadorom pankreasu Bioprospekt 31(4),
24-27. http://bts.vscht.cz/sites/default/files/Bioprospect_4 2021.pdf

SVOC, DIPLOMOVE A DIZERTACNE PRACE, SPOJENE S PROJEKTOM

V roku 2020 vznikla v ramci projektu nova téma dizertacnej prace s nazvom ,Modelovanie
neuromuskularnych degenerativnych ochoreni in vitro metédami indukovanej pluripotencie®.
Meno Studentky: Dominika Hajduchova, Skolitel: Prof. MUDr.Renata PéCova, PhD., Skolitef
Specialista: Ing.Jan Strnadel, PhD

V roku 2021 bola Studentkou RNDr.Romanou Zahumenskou UspeSne obhajena dizertatna
praca s nazvom Aplikacia techniky reprogramovania buniek a 3D kultivacie pri vyvoji novych
in vitro biomedicinskych modelov.(Skolitel: prof.RNDr.Erika Halasova, PhD., $kolitel
Specialista: Ing.Jan Strnadel, PhD.)

V roku 2021 bola zahrani¢nym Studentom Hugom M. Dumortierom uspe$ne obhgjena
diplomova praca (Advanced cell-reprogramming technology for in vitro disease modeling
and therapy), ktora vznikla v minulom roku v ramcitohto APVV projektu. Veduci diplomovej
prace: Ing.Jan Strnadel, PhD.

V ramcirieSenia projektu sa zahrani¢ni Studenti Hugo M. Dumortier (Francuzsko) a Tomas
Chromec (Ceska republika) Uspesne zapojili do SVOC projektov, v ktorych postupne ziskali
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zlatu, striebornu a bronzovi medailu Posledny ro¢nik sutaze je mozné najst’ tu:
(https://lwww.jfmed.uniba.sk/fileadmin/jif/Pracoviska/ustav-lekarskej-
biofyziky/SVOC/SVOC_vysledky.pdf). Témyich SVOC projektov sa zarover stali
vychodiskovymi témamiich diplomovych prac.

Do rieSenia projektu sa zapojila aj Studenti programu ERASMUS ERASMUS (Claire Le
Dreau (Francuzsko) a Sakurako Nagano (Hokaido, Japonsko). Tito Studenti sa zu€astnili
experimentov, zameranych na charakterizaciu reprogramovanych buniek pomocou
prietokovej cytometrie a fluorescenénej mikroskopie.

Do projektu sa ako dobrovolniCka zapoijila aj stredoSkolska Studentka Saska Dronzekova,
ktoru tato skusenost (podla jej slov) motivovala na Studium biochémie a imunoldgie v
Ceskej Republike.

POPULARIZACNE AKTIVITY CLENOV RIESITELSKEHO KOLEKTIVU

1) Zapojene sa do sutaze Zvedavec roka 2020 pod zastitou OZ Zijem vedu (Video
prezentacia (RNDr.Romana Zahumenska) o projekte dizertatnej prace, ktora vznikla v
ramci tohto APVV projektu).

2) Odborna prednaska, Prirodovedecka fakulta UK v Bratislave, Katedra Biochémie, 19. 10.
2020, Bratislava, SR (Henrieta Skovierova: VyuZitie regeneragéného potencialu kmeriovych
buniek v medicine.)

3) Prednaska (12.2 2020) v ramci kurzu Metodoldgia vedeckej prace (v ramci tejto
prednasky je kazdoroCne, uz po tretikrat predstavovana technoldgia indukovanej
pluripotencie a jej zavedenie na naSom pracovisku v ramci Jesseniovej lekarskej fakulty
UK).

4) Terézia Okaj¢ekova et al.: Mesenchymal stem cells and fibroblasts: Two sides of the
same coin? (12. ro¢nik Prevedy, Interaktivna Konferencia Mladych Vedcov, Bratislava, 7. 5.
2020 — 10. 6. 2020, prezentacia. Zbornik abstraktov ISBN 978-80-972360-6-9. Ocenené ako
»Vynikajuci prispevok® v sekcii ,Bunkovy metabolizmus, fyziolégia, molekularna biolégia a
genetika.”

5) Student Hugo M.Dumortier prezentoval vyskumnu &ast projektu formou interview v
Casopise NasSa Univerzita, v spominanom Cisle sa objavil dokonca na titulnej stranke
Casopisu (Cislo z datumu 3/8/2021 https://uniba.sk/spravodajsky-portal/nasa-
univerzita/browse/2/)

PREDNASKY NA KONFERECII

Prednaska na medzinarodnej hybridnej konferencii v Martine. Prednaska s nazvom
,Development of novel in vitro models for human cancers and neurodegenerative diseases”
bola odprezentovana v anglickom jazyku dna 16. Septembra 2022 na konferencii s nazvom
4th International Conference on Pharmaceutical and Medical Sciences (Marti, Krakow,
Szeged).

Uplatnenie vysledkov projektu

RieSenie projektu umoznilo a viedlo k zavedeniu unikatnej, eticky prijatelnej technolégie
pripravy kmerovych resp. indukovanych pluripotentnych kmeriovych buniek na Slovensku,
ktoré je jednou z mala krajin, ktora (z etickych dévodov) neumozfiuje vyskum inych
pluripotentnych kmeriovych buniek (embryonalnych).

Zavedenie technologie indukovanej pluripotencie, s ktorou sa hlavny rieSitel grantu zoznamil
pocas svojho post-doktoralneho pdsobenia na Kalifornskej univerzite v San Diegu
predstavuje vedecko-technologické podhubie, na zaklade ktorého je v buducnosti mozna
priprava terapeuticky aplikovatelnych protokolov s pouzitim eticky akceptovatelnych buniek,
ktoré su na rozdiel od embryonalnych buniek autolégnej povahy (priamo derivované od
pacienta) a nevyzaduju teda pouzitie finan€ne naro¢nych a pacienta zat'aZujucich
imunosupresivnych protokolov.

Zavedenie tejto technologie ma velky prakticky vyznam aj v oblasti in vitro modelovania
chordb za u€elom ich vyskumu. Toto je v su€asnosti najdblezitejSi, priamo aplikovatelny
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vystup projektu. V ramci projektu vzniklo hned' niekofko unikatnych in vitro modelov ALS
ochorenia a dalSich neuromuskularnych ochoreni (napr. Duchennovej muskularnej
dystrofie), niektoré in vitro modely uz boli v ramci projektu charakterizované a publikované.
Novovyvinuté bunkové modely boli okrem toho registrované v hPSC reg portali (ide o
europsky portal pluripotentnych kmeriovych buniek) ako vébec prvé slovenské bunkové
modely (linie) tohto typu. Registraciou na tomto portali satieto modely stali viditelné pre
potencialnych uzivatelov z oblasti vyskumu ALS ochorenia. Registracia bunkovych modelov
na tomto portali prebieha formou recenzného konania (podobne, ako je tomu v pripade
recenzného konania vo vedeckych ¢asopisoch), je teda velkym uspechom, Ze sa naSmu
pracovisku podarilo umiestnit hned dve bunkové linie (onedlho bude nasledovat’ dalSia
bunkova linia).

In vivo experimenty, vykonané v spolupraci s Ustavom Zivo&i§nej fyzioldgie a genetiky AV
CRv Lib&chové viedli k optimalizacii a navrhu modifikovaného protokolu na
xenotransplantaciu ludskych buniek do imunosuprimovaného prasata.RieSitelia grantu
navrhli aj dalSie sposoby monitorovania imunosupresie, ktora je délezitou su¢astou
transplantatného protokolu. Tato modifikacia sa pouzije pri rieSeni nového projektu a
planujeme aj jej publikovanie v zahranichom Casopise.

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

RieSenie APVV projektu umoznilo vznik velmi unikatnej, hoci malej vyskumnej jednotky na
pbde Jesseniovej lekarskej fakulty v Martine. Zapojenie zahrani¢nych Studentov mediciny,
dobrovolnikov, diplomovych a PhD Studentov do projektu viedlo k vzniku laboratoria
(znameho ako Cellphie alebo Laboratérium prietokovej cytometrie, fenotypizacie buniek a
tkanivového inzinierstva, https://www.biomedmartin.sk/en/laboratory-of-flow-cytometry-cell-
phenotyping-and-engineering/), so zavedenou sofistikovanou technoldgiou reprogramovania
somatickych buniek na pluripotentné kmeriové bunky. Vedecki pracovnici tohto laboratoria v
spolupraci so spominanymi Studentami zacali vdaka APVV projektu s pripravou unikatnych
bunkovych in vitro modelov (bunkovych linii) na vyskum neurodegenerativnych ochoreni a
aj rakoviny. Prvé dve indukované pluripotentné kmenoveé bunkové linie, pripravené v ramci
projektu technolégiou, ocenenou Nobelovou cenou su historicky prvymi a zatial jedinymi
takto pripravenymi bunkovymi liniami na Slovensku. Tieto bunkové linie boli zaregistrované
v eurépskom registri pluripotentnych kmenovych buniek (hPSCreg, https://hpscreg.eu) a
budu v ramci vedeckej spoluprace k dispozicii vyskumnikom v oblasti vyskumu ALS
ochorenia z celého sveta.

V ramci rieSenia projektu sa nam tiez podarilo adaptovat’ protokol pripravy prasacich
neuralnych prekurzorov, odvodenych z indukovanych pluripotentnych kmerfovych buniek na
protokol, umoznujuci jedného dfia pripravit ludské, terapeuticky aplikovatelné neuralne
prekurzory v xeno-free podmienkach. Technoldgiu reprogramovania buniek sme medzitym
vyuzili aj na pripravu dalSich unikatnych in vitro modelov (bunkovych linii)
neuromuskularnych ochoreni (napr. Duchennovej muskularnej dystrofie, ochoreniu
spbésobeného Specifickou mutaciou).

In vivo experimenty, zamerané na testovanie bezpecnosti transplantovanych buniek a tiez
ich schopnosti prezitia v mieche imunosuprimovaného prasata boli v ramci projektu
realizované v spolupracis Ustavom Zivo&i§né fyziologie a genetiky, AV CR v Lib&chové,
Ceskej republike. Aj ked tieto experimenty zatial nedokazali v plnej miere zodpovedat
vSetky otazky spojené s bezpecnostou a prezivanim transplantovanych buniek, rieSenie
niektorych problémov v in vivo experimentoch viedlo k navrhu novych metéd monitorovania
imunosupresie a vyberu vhodného miesta pre transplantaciu buniek. In vivo transplantacné
protokoly preto planujeme nadalej (v spolupraci s ¢eskym pracoviskom) optimalizovat’ pre
rézne typy buniek aj v buducnosti. Spolupraca so spomenutym ¢eskym pracoviskom viedla
k priprave dalSich spolo¢nych projektov.

Na zaver chceme kons$tatovat, Ze obdobie rieSenia projektu APVV bolo spojené s
publikovanim niekofkych Elankov v impaktovanych vedeckych ¢asopisoch ako aj podanim
europskeho patentu v priamej suvislosti s rieSenym projektom a tiez s az neCakanym
zaujmom a aktivnym a uspeSnym zapojenim zo strany Studentov mediciny,zahrani¢nych
Studentov, Studentov programu ERASMUS, dobrovolnikov a Studentov diplomovych a PhD
projektov. V mene celého vyskumného timu dakujeme agenture APVV.
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Suhrn vysledkov riesenia projektu a naplnenia cielov projektu v anglickom jazyku
(max. 20 riadkov)

This APVV project allowed the establishment of a new research unit at Jessenius Faculty of
Medicine, in Martin. Involvement of foreign medical students, volunteers, diploma students
and students of PhD program led to the generation of state-of-the art technology holding lab
(nicknamed as Cellphie, Cell phenotyping, imaging and engineering lab, official name
Laboratory of flow cytometry, cell phenotyping and engineering,
https://www.biomedmartin.sk/en/laboratory-of-flow-cytometry-cell-phenotyping-and-
engineering/). Thanks to APVV project, the research scientists of this lab, together with
mentioned enthusiastic students started to produce unique in vitro cell models (cell lines) to
study human neuromuscular diseases and also cancer. The first two iPSc-derived cell lines,
derived from ALS patients are historically the first and the only cell lines prepared with Nobel
prize winning technology from Slovakia. Our fist cell models were registerred in hPSC reg
(human pluripotent stem cell registry, https://hpscreg.eu) and will be offered to all
researchers with interest in ALS research.

Within the project we adopted the protocol for generaton of swine neural precursor cells for
the protocol that will one day allow generation of xeno-free, clinically applicable human
neural precursor cells.

The technology that allows reprogramming somatic cells into induced pluripotent stem cells
was also already used for derivation of cell models for other types of neuromuscular
diseases (Duchenne muscular dystrophy, a mutation driven illness).

In vivo experiments that were focused on testing the safety of transplanted cells and their
ability to survive in spinal cord of immunosuppressed pigs were also performed in
collaboration with Institute of Animal Physiology and Genetics, CAS, in Libechov, Czech
Republic. Although our in vivo experiments have not yet answered all our questions related
to safety of iPS cells transplanted, dealing with in vivo experiment-related issues allowed us
to propose new strategies in immunosuppression monitoring and tranplantation site
selection. We also aim to continue optimizing the in vivo protocol for iPS cells xenografting
in future. Also, the establishment of collaboration with mentioned Institute was very fruitful
as it also led to preparation of new join project between Slovak and Czech Institutes.

In conclusion, with several research papers published, patent application and huge interest
toward involvement in project manifested from volunteers, international ERASMUS and
PhD and diploma students, we consider 4 years spent on research in this project as very
rewarding and fascinating time. On behalf of our research team we would like to say thank
you to Slovak Reseach and development (APVV) agency.
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