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B. REZULTATI IN DOSEZKI RAZISKOVALNEGA PROJEKTA

3.Povzetek raziskovalnega projektaZ

V normalnih mozganih med staranjem in pri s starostjo povezanimi nevrodegenerativnimi
obolenji so znane spremembe v lizosomski razgradnji, kar lahko vodi do agregacije
proteinov. Neustrezno odstranjevanje proteinov lahko spremeni delovanje in funkcijo
nevronov ali celo njihovo smrt. Med staranjem in pri mnogih nevrodegenerativnih
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motnjah postane lizosomska membrana nestabilna in vsebina lizosomov, vklju¢no s

katepsini, se zacne sproscati v citosol.

Raziskovalni projekt obravnava razumevanje lizosomalne poti apoptoze z vecplastim
vpogledom v proteinske mreze ter karakterizacijo dveh proteinov, katepsina F in ataksina-
3, ki spadata med cisteinskih proteaze z papainu-podobnim zvitjem polipeptidene verige
ter sodelujeta v nevrodegeneraciji. Tudi je znano, da je katepsin F pri odraslih misih
odgovoren za nevronalno ceroidno lipofuscinozo, medtem ko je ataksin-3 odgovoren za
spinocerebelarno ataksijo tipa 3 (Machado-Joseph obolenje).

Na osnovi naSega modela lizosomske poti apoptoze je bilo sprva vkljuéenih 20 proteinov,
nato pa smo zgradili bioloSko mrezo s 400 proteini (prva raven), ki je prikazala bolj

celovit vpogled na ta kompleksen bioloski sistem.

Od enajstih Cloveskih cisteinskih katepsinov je katepsin F edini, ki ima N-terminalni

podaljsek s cistatinu-podobno domeno. Raziskave so pokazale, da je N-terminalna

skrajSana oblika tega encima, vkljuno z naravno skrajSano obliko (CatF|147-484),

prisotna v agresomih, in je bila delno kolokalizirana z lizosomalnem markerjem LAMP-2
proteinom. Bioinformatska analiza pa je pokazala na prisotnost izvorno neurejenih regij

ter regij z visoko nagnjenostjo k agregaciji cloveskega katepsina F.

Nadalje so Studije pokazale, da je ataksin-3 in njegove patoloske variante z podaljSanimi
poliglutaminskimi ponovitvami dober substrat za katepsine B, L in K. Po drugi strani

kaspaze 3, 6 in 7 cepijo samo patoloske variante. S N-terminalnim sekveniranjem je bilo
ugotovljeno, da se ta cepitvena mesta razlikujejo od katepsinov. V SH-SYSY celicah je
bila potrjena kolokalizacija ataksina-3 z katepsinom L in s tem potrdili da je lahko ataksin-
3 fizioloski substrat katepsina L. V istem celicnem modelu so bili detektirani tudi

poliglutaminski agregati. Tako smo pridobili z uporabo razlicnih orodij strukturne

bioinformatike nova spoznanja za razumevanje odnosa struktura-funkcija za cloveski

ataksin-3 ter njegove mutante.

Dobljeni rezultati doprinasajo k boljSesu razumevanje mehanizmov celicne smrti in

agregacije proteinov v nevronih, kar je velikega pomena za razvoj novih nacinov

zdravljenja in prepreCevanja moten;.

ANG

During normal brain aging and in age-related neurodegenerative diseases are known
changes in the lysosomal degradation which can lead to protein aggregation. Insufficient
removal of defective proteins may lead to cell death, thus affecting the activity and
function of neurons. During aging and many neurodegenerative diseases, the lysosomal
membrane becomes fragile and the lysosomal content, including cathepsins, is released
into the cytosol.

The research project deals with understanding the lysosomal pathway of apoptosis using a
protein networks-based multilayered approach and the characterization of two proteins,
cathepsin F and ataksin-3, which are cysteine proteases that share the papain-like fold and
are involved in neurodegenerative diseases. It is known that in adult mice cathepsin F is
responsible for neuronal ceroid lipofuscinosis, while ataxin-3 is responsible for
spinocerebelar ataxia type-3 (Machado-Joseph disease).

Based on our model of a lysosomal pathway of apoptosis which initially included 20
proteins, we built-up a level 1 biological network with 400 proteins, which demonstrated
a more comprehensive view into this complex biological system.

Of eleven human cysteine cathepsins, cathepsin F is the only one that has an extended N-
terminal proregion, which contains a cystatin-like domain. Research has shown that the N-
terminally truncated form of this enzyme (CATF | 147-484) accumulates in aggresomes
and was partially colocalized with the lysosomal marker LAMP-2 protein. In addition, a
bioinformatic analysis revealed the presence of natively disordered and aggregation-prone
regions with a high fibrillation propensity within the human cathepsin F structure.
Furthermore, our studies have shown that ataxin-3 and its pathological variants with
polyglutamine extended regions are good substrates for cathepsins B, L and K. On the
other hand, caspase 3, 6 and 7 cleave only pathological variants. The cleavage sites from
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the later differ from the cathepsin's cleavage sites as confirmed by N-terminal sequencing.
In SH-SYS5Y cells was confirmed the colocalization of ataxin-3 with cathepsin L, thus

confirming that ataxin-3 is a physiological substrate of cathepsin L. In the same cellular
model were also detected polyglutamine aggregates. Our understanding of the structure-
function relationship of human ataxin-3 and its mutants was obtained using the different
tools of structural bioinformatics lessons Our understanding of structure-function

relationship of human ataksin-3 and its mutants.

Overall, the obtained results contribute to a better understanding of the mechanisms of
cell death and protein aggregation in neurons, which is of major importance for the

development of new treatments and prevention of these diseases.

4.Porocilo o realizaciji predloZzenega programa dela na raziskovalnem projektu:

Med normalnem staranjem in pri s starostjo povezanimi nevrodegenerativnimi obolenji,
nastanejo spremembe v lizosomalni razgradnji. Tudi lizosomalna membrana postane
nestabilna in pride do sproscanja lizosomalne vsebine vklju¢no s katepsini, v citosol in
posledi¢no aktivacije apoptoze [1-4]. Neustrezno odstranjevanje proteinov lahko spremeni
delovanje in funkcijo nevronov in/ali celo njihovo smrt. V procesu nevrodegeneracije
pride tudi do agregacije proteinov.

V raziskovalnem projektu smo se osredotocili na razumevanje lizosomalne poti apoptoze
z vecplastim vpogledom v proteinske mreze ter karakterizacijo dveh proteinov, ki
kazeta papainu-podobno zvitje in sodelujeta pri nevrodegeneraciji. Uporabili smo katepsin
F, za katerega je bilo ugotovljeno, da je pri odraslih miSih odgovoren za nevronalno
ceroidno lipofuscinozo ter ataksin-3, ki je odgovoren za spinocerebelarno ataksijo tipa 3
(Machado-Joseph obolenje).

¢ BioloSka mreZa za lizosomsko pot apoptoze

Na osnovi nasega modela lizosomske poti apoptoze [1] smo zgradili bioloSko mrezo, ki
odraza celovit vpogled na ta kompleksen bioloski sistem. Na osnovi nasih raziskav na
razli¢nih celi¢nih modelih [5] je bilo v mrezo sprva vklju€enih 20 proteinov, na koncu pa
smo zgradilimrezo s 400 proteini. Topologijo mreze smo doloCili z razlicnimi
topoloskimi merili kot so povprecna stopnja (average degree), koeficient razvrS¢anja v
skupine (clustering coefficient), znacilna dolzina poti (characteristic path length) in
premer (diameter). Trodimenzionalne strukture proteinskih kompleksov z visoko
resolucijo (< 4A) so omogogile razvoj novega koncepta "strukturnih mreZ proteinov" in s
tem celoten ter vecplasten pogled na kompleksne bioloske sisteme [6]. Ta koncept je bil
predstavljen v obliki predavanja na mednarodnem simpozij v Miinchenu IKS 2009.

Lizosomalna pot pa je bila predstavljena v obliki predavanja na mednarodnih kongresih
FEPS 2009 ter ISCB Latin America 2010 (opis v tocki 8.4).

e Studije povezane s katepsinom F

- Lokalizacija ter kvantifikacija izrazanja katepsina F' v misjih mozganih

S kvantitativno verizno reakcijo s polimerazo (QPCR) smo dolo¢ili izraZzanje katepsina F
med razvojem moZzganov: embrionalno (13d, 15d, 18d), 7 dni po rojstvu ter pri odraslih
miSih (5 tednov). Potrdili smo, da je katepsin F odsoten pri embrionalni stopnji v malih
mozganih, medtem ko pa se izraza pri embrionalnih stopnjah samo v

telencefalonu/diencefalonu in rombencefalonu (hindbrain). V preostalem delu tkiva je bil
katepsin F izrazen pri vseh stopnjah razvoja, bodisi na konstantni ravni, oz. v srednjih
mozganih (midbrain), meduli in hrbtenjaci. OpaZeno je bilo povecano izrazanje katepsina
F 7 dni po rojstvu v korteksu, hipokampusu, talamusu, hipotalamusu, striatumu, ponsu in
vohalni zarnici (olphatory bulb) za 2 do 3 krat.

Na proteinski ravni so bile ugotovljene z uporabo imunohistokemijiskih metod na
parafinskih rezinah visoke stopnje izraZanja katepsina F v malih mozganov, talamusu in
korteksu. S kriorezinami pa smo potrdili izrazanje katepsina F v jedru.
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- Ucinek prekomernega izrazanja cloveskega katepsina F ter njegove skrajsane oblike pri
HEK- 293 celicah

Cloveski katepsin F divjega tipa (katF) in njegove skrajsane oblike in sicer brez
signalnega peptida (katF-465), brez cistatinske domene (katF-359) ter naravna skrajSana
oblika (katF-338) so bile uspesno izrazene v HEK-293 celicah. Prekomerno izrazanje katF
nima vpliva na prezivetje celic, medtem ko so vse skrajSane oblike inducirale apoptozo,
kar se razvidno iz 2-kratne poviSane aktivnosti kaspaz. KatF se nahaja na veziklih,
med tem ko se njegove skrajSane oblike nahajajo v citosolu v agresomih. Z uporabo
razli¢nih bioinformacijskih orodij smo pripravili 3D model proteina ter napovedali, da
se neurejene regije nahajajo v fleksibilnih delih molekul in povezujejo globularne
proteinske domene. To delo je zaklju¢eno in publikacija "N-terminally truncated cathepsin
F accumulates in aggresome-like inclusions and induces caspase activation" je bila
poslana k tisk (Biochim. Biophys. Acta — Mol. Cell Res.) in je v postopku revizije z
upostevanjem pripomb recenzentov).

e Studije povezane z podalj$anjem homopolimeri¢nih aminokislinskih preostankov
ter mehanizem tvorbe amiloidnih fibril

Ataksin-3 vsebuje med drugim papainu-podobno 180 aminokislinsko domeno na N-
terminalnem koncu molekule Josefin. Za ta protein in nekatere druge proteine je znacilno,
da vsebujejo Stevilne ponovitve poliglutaminskih (poliQ) ali polialaninskih (poliA)
aminokislinskih preostankov. Pri tem so bile pripravljene razlicne mutante obeh
proteinov in sicer, poliQ ponovitve od 19 do 130 glutaminov pri ataksinu-3 in poliA
ponovitev od 10 do 26 alaninov v primeru poliadenilate-povezan protein 2 (PABPNI) z
namenom razumevanja lastnosti v patoloSkem stanju. S standardnimi postopki kloniranja
smo ustvarili knjiznico ataksina-3 in sicer divjega tipa (Atx3- Q19), njegovih mutantov z
razli¢no dolgimi poliglutaminskimi regijami (Atx3-Q56 do Atx3- Q130) ter C-koncnih
mutantov ataksina-3 brez Josefinske domene (TFAtx3-Q19 do TFAtx3- Q122) v vektorjih
za transfekcijo v sesalskimi celi¢nih linij (Atx3-Q19/pEGFP-N2, Atx3-Q56/pEGFP-N2,
Atx3-Q59/pEGFP-N2, Atx3-Q82/pEGFP-N2) ter za izrazanje rekombinantnih proteinov
E.coli (Atx3-Q22/GST in Atx3-Q80/GST, TFAtx3-Q19/SUMO in TFAtx3-Q71/SUMO).
Nase raziskave so vodile do naslednjih ugotovitev:

- Po izrazanju in izolaciji Atx3-Q22/GST, Atx3-Q80/GST in Ub52/GST smo izvedli test
aktivnosti obeh proteinov s substratom Ub-52, ter dokazali, da je Atx3 aktiven in v
nativni konformaciji tudi s pripetim fuzijskim partnerjem GST.

- In vitro Studije so pokazale da sta Atx3-Q22 ter Atx3- Q80 substrata za cisteinske
katepsine. Z N-terminalnim sekveniranjem so bila dolo¢ena aminokislinska zaporedja
cepitvenih produktov ataksina-3 po cepitvah s katepsinom B (Ser76, Leul50), s
katepsinom K (Ser66, Leul91) ter katepsinom L (Pro65, Leul48, Leul91, Glu239, GIn254).
- Cisteinski katepsini in kaspaze-3, -6 se razlikujejo pri cepitvi divjega tipa ataksina-3
(WtATX3) in ataksin-3 Q84 mutante. Kaspaza-6 in -7, kot tudi katepsina L in S cepita
ATX3- Q84. Prav tako sta oba katepsina cepila wtATX3, medtem ko obe kaspazi nista
imeli nobenega ucinka na ta protein kot substrat.

- Nevronom podobne celice so bili pripravljene z 13-dnevno diferenciacijo z retinoi¢no
kislino po stabilni transfekciji celic SH-SYSY, transfeciranih z Atx3-QI9 ter mutantom
ataksina-3. Izrazanje je bilo potrjeno z imunodetekcijo s protitelesi proti GFP. Nevronom
podobne celice smo potrdili z imunodetekcijo s protitelesi proti nevronskemu markerju-I1I-
tubulin in uporabljene pri nadaljnih raziskavah.

- Studije z uporabo SH-SY5Y celic so pokazale, da se ataksin-3 z majhnim 3tevilom
ponovitev poliQ nahaja pretezno v citosolu, medtem ko se je ataksin-3 z 130 poliQ
ponovitvami (ATX3- Q130) nahajal pretezno tudi v citosolu, manjsi del pa v jedru.
PABPN1 z 10 poliA ponovitvami (PABPNI1-A10) je lokaliziran v jedru, kot tudi
PABPNI z 26 poliA ponovitvami (PABPN1- A26).

- Z imunodetekcijo s protitelesi proti fuzijskemu proteinu GFP smo potrdili uspesno
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izrazanje konstruktov ataksina-3 oz. Atx3-QI9 (68 kDa), Atx3-Q59 (87 kDa), Atx3-Q82
(90 kDa) in Atx3-QI30 (96 kDa).
- Transfekcija SH-SYSY celic z ataksinom-3 in PABPN1 z razli¢nimi dolZzinami poliQ ter
poliA ponovitvami ni pokazala bistvenega ucinka po 24, 48 ali 72 urah z merjenjem
kaspazne aktivnosti in z metodo pretoCne citometrije (aneksinom V in propidium
iodidom). Ti rezultati kaZejo na to, da koli¢ina agregatov ni bila dovolj visoka, da pride do
poskodbe celic in njihove smrti, ali pa da mutirani proteini do 72 ur niso bili toksicni za
celice. Posledicno so bile celice tretirane tudi z uporabo nekaterih substanc pri nizkih
koncentracijah, ki povzrocajo stres, kot so staurosporin, vodikov peroksid, inhibitorji
avtofagije in proteazom. Tudi v tem primeru niso bili opaZeni posebni efekti, kar je
razvidno iz primerjave ATX3-Q82 (patoloska mutanta) in ATX3-Q19 (divji tip).
- Z pomoc¢jo reagenta Mitotracker Red (Invitrogen) smo pokazali, da podaljSani poli-Q
vplivajo na membrane mitohondrijev. Najvec¢ji vpliv je imel C-terminalni fragment
mutante TFAtx3-Q71, kar je skladno z nagnjenostjo k agregaciji.
- V SH-SYS5Y celicah smo tudi potrdili kolokalizacija Atx3 in katepsinov. Opazili smo
pretezno citoplazemsko pojavljanje Atx3 v razprSeni ali agregirani obliki. Atx3-Q80 je
kolokalizirana z PDI-jem v endoplazmatskem retikulumu in ne v lizosomih (marker
Lamp-2). Pri prehodno transfeciranih celicah je bil Atx3 delno kolokaliziran s katepsinom
K, ne pa s katepsinom B. Pri stabilno transfeciranih in diferenciranih celicah SH-SYS5Y
nismo zaznali kolokalizacije Atx3 s katepsinom K, pa¢ pa potrdili kolokalizacijo Atx3-
Q80 s katepsinom L.
- V SH-SY5Y celicah smo tudi detektirali poliglutaminske agregate. Po 48 urami
transfekciji smo potrdili, da TFAtx3Q80/GFP tvori v SDS netopne agregate, detektirane
po imunodetekciji kot pikc€ast vzorec.
- Z uporabo razli¢nih orodij strukturne bioinformatike smo pridobili nova spoznanja za
razumevanje odnosa struktura-funkcija za ¢loveski ataksin-3 ter njegove mutante do 130
poliQ ponovitvami. Poleg Ze prej omenjene papainu podobne domene (Josefin domene z
180 aminokislinami) vsebuje ataksin-3 Se tri UIM ponovitve. Nasi trodimenzionalni
modeli so pokazali, da poliQ ponovitve predstavljajo fleksibilen podaljSani alfa-heliks v
tem proteinu. Delo je zakljuceno in magistrsko delo je zagovarjala kandidatka Nina
Vidergar (opisano pod tocko 8.1). Pri tej Studiji sodelujemo tudi s prof. Shoichi Ishiuro z
Univerze Tokio (Skupno delo v pripravi za tisk).

Prav tako, pa smo s to japonsko skupino proucevali nastanek amiloidnih fibril proteinov z
razlicno dolgimi polialaniskimi regijami, s ¢imer smo zeleli ugotoviti molekularne
mehanizme, ki so znacilni za nevrodegenerativne bolezni [7,8]. Z analizo oligomerizacije
rumenega fluorescencnega proteina (YFP) in GST kot fuzijskih proteinov z ve¢ kot 20
alaninskimi podaljSkami smo ugotovili nestabilnost oligomeriziranih proteinov ter
odpornost na razgradnjo z tripsinom. To predstavlja primeren model za Studij bolezni
povezanih s tvorbo polialaninov [7]. Polialaninski deli, ki vsebujejo ve€ kot 23 ponovitev,
pri interakciji z mitohondriji povzro€ijo sproscanje citokroma c v citosol in aktivaciio
kaspaze-3 na nacin, ki je neodvisen od por MPTP. S tem novim mehanizmom
citotoksi¢nosti polialaninskih delov bi morda lahko pojasnili patogenezo vseh
polialaniskih-povezanih boleznih [8].

V casu tega projekta smo objavili ve¢ publikacij (izbrane so opisane pod tocko 7). Prav
tako smo porocali o rezultatih nasih raziskav na domacih in mednarodnih kongresih ter
univerzah (izbrane so opisane pod toc¢ko 8). V tem obdobju je bilo opravljeno magistrsko
delo (opisano pod tocko 8.1) ter doktorsko delo kandidatke Martine Klari¢ z
naslovom "Razlicno obnaSanje katepsinov B in F pri apoptozi v nevronskih in glialnih
celicah". Eksperimentalno delo je zaklju¢eno, zagovor pa bo opravljen predvidoma letos.
Doktorsko delo MR Barbare Jeric te€e tretjo leto po zacrtani poti (Kandidatka je prva avtorica
publikacije ki je bila poslana v objavo in delo je opisano pod tocko 5 - Studije povezane s
katepsinom F).
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5.0cena stopnje realizacije programa dela na raziskovalnem projektu in zastavljenih
raziskovalnih ciljev2

Projekt je realiziran v celoti pri ¢emer so upoStevane nekatere spremembe opisane pod
tocko 6. Eksperimentalno delo je zakljuceno, izbrane publikacije so opisane pod tocko 7,
ena publikacija z naslovom "N-terminally truncated cathepsin F accumulates in
aggresome-like inclusions and induces caspase activation" je bila poslana za objavo v
ugledno revijo Biochim. Biophys. Acta — Mol. Cell Res. (IF: 5.5), del rezultatov pa je Se v
pripravi za objavo (dve publikaciji — vsebina je opisana pod tocko 5).

Med tekom teka projekta je bilo izvedeno:

1) magistersko delo Nine Vidergar z naslovom "Razgradnja ataksina-3 in njegovih
mutantov s cisteinskimi katepsini in vloga fragmentov ataksina-3 pri Spinocerebelar
ataksiji tipa 3", ki ga je uspesno zagovarjala 16.5.2012.

2) doktorsko delo MR Martine Klari¢ z naslovom "Razli¢no obnasanje katepsinov B in F
pri apoptozi v nevronskih in glialnih celicah" (eksperimentalno delo je zakljuceno,
zagovor pa bo opravljen predvidoma letos).

3) doktorsko delo MR Barbare Jeri¢ teCe tretjo leto po zacrtani poti (kandidatka je prva
avtorica publikacije, ki je bila poslana v objavo in delo je opisano pod tocko 5 - Studije
povezane s katepsinom F).

6.Utemeljitev morebitnih sprememb programa raziskovalnega projekta oziroma
sprememb, povecanja ali zmanjsanja sestave projektne skupine2

Predpostavljeni cilji so bili v glavnem doseZeni. Vendar je v teku trajanja projekta prislo
do nekaterih sprememb, bodisi zaradi dobljenih eksperimentalnih rezultatov ali novih
literaturnih podatkov. Pred iztekom projekta je izSla do sedaj najbolj pregledna objava z
zvezi z nevronalno ceroidno lipofuscinozo (NCL). Delo obravna 360 mutacij osmih
genov ter njihove klini¢ne lastnosti [1]. Od tam je razvidno, da ¢loveski katepsin F ne
ustreza genu CLN4, ki je odgovoren za nastanek Kufsovega obolenja, kot je bilo prvotno
predpostavljeno na podlagi misjega modela z izbitim genom CTSF-/- [2]. Zato smo naSe
delo preusmerili na biokemijsko karakterizacijo ¢loveskega katepsina F, njegovo vlogo v
celi¢nih modelih, ter pri nevronalnemu razvoju na mi§jem modelu, kot je opisano pod
tocko 5.

V cCasu dela na projektu se je pokazalo, da je eksperimentalna validacija moznih
substratrov cisteinskih katepsinov, kot je bila opisana v prijavni vlogi projekta pri
delovnem sklopu 1.2 ter 2.9, dokaj zahtevna. Vsekakor panaj omenimo, da nam je
uspelo dobiti novo potencialno tar¢o z uporabo bioinformatskega pristopa (opisana v
prijavni vlogi projekta pod delovnem sklopu 1.1) in sicer cloveski ataksin-3, ki smo ga
dokaj podrobno okarakterizirali (opisano pod tocko 5).

Pri nevrodegeneraciji je nastanek amiloidnih fibril kljuénega pomena. Zato smo le-te
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raz$irili na ataksin-3 ter druge proteines podaljSanimi homopolimeri¢nimi
aminokislinskimi preostanki. Vzpostavljeno je bilo sodelovanje z mednarodno ugledno
skupino prof. Shoichi Ishiure iz Univerze v Tokiju, katerega laboratoriji je postal Center
odli¢nosti (opisano pod tocko 5), s katerim smo imeli tudi skupni projekt HSFP (z naSe
strani Boris Turk).

Ne nazadnje pa je potrebno omeniti, da so bile tezave znotraj sestave skupini zaradi
predcasnega odhoda (31.8.2009) MR Martine Klari¢ (26451) ki je bila dodatno dalj ¢asa
odsotna zaradi bolezni, kot tudi dr. Mihe Andrejasica (22282), ki zakljucil delovno
razmerje na IJS z 31.12.2009 ter dr. UrSka Repnik (21560), ki je prekinila sodelovanje na
projektu zaradi odhoda v tujino na podoktorski izpopolnjevanje. Kljub tem tezavam, pa so
bile obveznosti v zvezi z izvajanjem projekta izpolnjene z vkljucitvijo Nine Vidergar
(29883 — zakljucila Studij z magisterjem 2012) ter MR Barbare Jeri¢ (33349).

[1] Kousi M, Lehesjoki AE, Mole SE. (2012) Update of the mutation spectrum and
clinical correlations of over 360 mutations in eight genes that underlie the neuronal
ceroid lipofuscinoses. Hum. Mutat. 33:42-63.

[2] Tang C.H., Lee J.W., Galvez M.G., Robillard L., Mole S.E., Chapman H.A. (2006)
Murine cathepsin F deficiency causes neuronallipofuscinosis and late- onset neurological
disease. Mol. Cell Biol. 26:2309-16.

7.Najpomembnejsi znanstveni rezultati projektne skupinet

Znanstveni dosezek
1. |COBISS ID 25347879 Vir: COBISS.SI

Naslov SLo |Lizosomi ter lizosomalni katepsini pri celi¢ni smrti

ANG | Lysosomes and lysosomal cathepsins in cell death

V tem delu smo podrobno opisali dvojno vlogo lizosomov ter lizosomalnih
katepsinov pri dveh glavnih poteh celi¢cne smrti in sicer apoptozi ter
avtofagiji. Destabilizacija lizosomske membrane s lizosomotropi¢nimi
drazljaji je obetavna strategija ki ne bi samo preprecila avtofagijo, temvec
tudi vzpodbudila apoptozo na zacetku lizosomalne poti. Po drugi strani,
okvarjena avtofagija in lizosomalna razgradnja povezana s povecanim
oksidativnim stresom predstavlja osnovo degenerativhim spremembam pri
staranju nevronov.

Opis SLo

In this work we present a detailed analysis of the dual role of lysosomes
and lysosomal cathepsins in the two main pathways of cell death, namely,
apoptosis and autophagy. Destabilization of the lysosomal membranes by
lysosomotropic detergents seems to be a promising strategy as it would not
only disable autophagy, but also promote apoptosis through the initiation of
the lysosomal pathway. On the other side, the impaired autophagy and
lysosomal degradation linked with the increased oxidative stress underlie
degenerative changes in the aging neurons.

ANG

Elsevier; Biochimica et biophysica acta; 2012; Vol. 1824, no. 1; str. 22-33;
Impact Factor: 3.635;Srednja vrednost revije / Medium Category Impact

Objavijeno v Factor: 3.24; Avtorji / Authors: Repnik Urska, Stoka Veronika, Turk Vito,

Turk Boris
Tipologija 1.02 Pregledni znanstveni ¢lanek
2. |COBISS ID 24680231 Vir: COBISS.SI

Naslov SLO0 |Mehanizmi nastanka amiloidnih fibril: poudarek na zamenjavi domen

ANG [ Mechanisms of amyloid fibril formation: focus on domain-swapping

Konformacijske bolezni sestavljajo skupino heterolognih motenj, v katerih
gre sestavni del gostiteljega proteina skozi konformacijske spremembe, ki
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vodijo do agregacije in odlaganja. Da bi razumeli molekularne mehanizme
nastanka amiloidnih fibril, so bile izvedene nekatere in vitro ter in vivo
studije, vkljucujo¢ modelni ter patolosko relevantne proteine. V tem delu
smo predstavili podroben opis mehanizmov nastanka amiloidnih fibril
razdeljenih v treh skupinah in sicer: (a) osnova in nukleacija, (b) linearna,
koloidom podobno sestava sferi¢nih oligomerov in (c) zamenjava domen.

Opis sLo

Conformational diseases constitute a group of heterologous disorders in
which a constituent host protein undergoes changes in conformation,
leading to aggregation and deposition. In order to understand the
molecular mechanisms of amyloid-fibril formation, several in vitro and in
vivo studies, thus including model and pathologically relevant proteins,
have been performed. In this work we presented a detailed analysis of the
mechanism by which proteins undergo ordered aggregation into amyloid
fibrils classified in three groups, namely (a) templating and nucleation; (b)
linear, colloid-like assembly of spherical oligomers; and (c) domain-
swapping.

Blackwell; FEBS journal; 2011; Vol. 278, no. 13; str. 2263-2282; Impact
Factor: 3.790;Srednja vrednost revije / Medium Category Impact Factor:
Objavljeno v |3.739; Avtorji / Authors: Zerovnik Eva, Stoka Veronika, Mirti¢ Andreja,
Guncar Gregor, Grdadolnik Joze, Staniforth Rosemary A., Turk Dusan, Turk

ANG

Vito
Tipologija 1.02 Pregledni znanstveni ¢lanek
3. [COBISS ID 24607527 Vir: COBISS.SI

Okvarjena avtofagija: povezava med nevrodegenerativna obolenja ter

Naslov SLO ) . . -
progresivne mioklonske epilepsije

Impaired autophagy: a link between neurodegenerative diseases and

ANG ) . :
progressive myoclonus epilepsies

Na osnovi opazovanj, da progresivna mioklonska epilepsija (PMEs) in
nevrodegenerativna obolenja delijo skupne znacilnosti nevrodegeneracije,
smo predlagali v tem delu, da obe bolezni kazeta skupne osnovne temeljne
molekularne znacilnosti. Dejstvo je, da je avtofagija preobremenjena ali
oslabljena v nevrodegenerativnih pogojev vklju¢no pri Lafora obolenju
(EPM2). Ceprav so z vezi s tem potrebne dodarne raziskave, predlagamo,
da bi obstojece terapije pri PME obolenju zboljsali s podobnimi zdravili, kot
se uporabljajo za nevrodegenerativna obolenja.

Opis SLO

Based on the observation that progressive myoclonus epilepsies (PMEs) and
neurodegenerative diseases share common features of neurodegeneration,
in this work we proposed that both pathologies share common underlying
molecular characteristics. It is well documented that autophagy is

ANG |overloaded or impaired in neurodegenerative conditions, including Lafora
disease (EPM2). Although additional research in this area will be necessary,
we proposed that existing therapies for PMEs could be enhanced using
similar drugs as those used for the treatment of neurodegenerative
diseases.

Elsevier Science; Trends in molecular medicine; 2011; Vol. 17, no. 6; str.
293-299; Impact Factor: 10.355;Srednja vrednost revije / Medium
Category Impact Factor: 2.978; A': 1; Avtorji / Authors: Polajnar Mira,
Zerovnik Eva

Objavljeno v

Tipologija 1.01 Izvirni znanstveni ¢lanek

4. |COBISS ID 22717479 Vir: COBISS.SI

Cisteinski katepsini niso kriti¢ni za TNF-alfa-inducirano celi¢no smrt v

Naslov.15L0| qlignih linijah T98G in U937

Cysteine cathepsins are not critical for TNF-[alpha]-induced cell death in

NG 798G and U937 cells
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V tem delu smo proucevali apoptozo, izzvano z dejavnikom tumorske
nekroze (TNF)-alfa pri dveh tumorskih celi¢nih linijah, U937 in T98G.
Ugotovili smo, da med apotozo pride do destabilizacije lizosomov in
sproscanja cisteinskih katepsinov v citosol. Vendar inhibicija cisteinskih
katepsinov z inhibitorjem vseh cisteinskih katepsinov E64d ali inhibitorjem
katepsina B CA-074Me, ni vplivala na potek apoptoze pri nobeni celi¢ni
liniji. Zato smo zakljucili, da apoptoza, izzvana s TNF-alfa, ni kriti¢no
odvisna od cisteinskih katepsinov v teh dveh celi¢nih modelih.

Opis SLO

In this work, we investigated the cell death termed apoptosis, in two
tumor-cell lines, U937 and T98G, thus induced by the tumor necrosis factor
(TNF)-alpha. The cell death involved lysosomal destabilization and the
release of cathepsins into the cytosol. However, the blockage of cysteine
cathepsins with a broad-spectrum inhibitor, E64d, or a more specific
cathepsin B inhibitor, CA-074Me, had no effect on the progression of
apoptosis in neither cell line, thus suggesting that TNF-alpha apoptosis is
not critically dependent on cysteine cathepsins in these cellular models.

ANG

Elsevier; Biochimica et biophysica acta; 2009; Vol. 1794, no. 9; str. 1372-
1377; Impact Factor: 2.480;Srednja vrednost revije / Medium Category
Impact Factor: 3.643; Avtorji / Authors: Klari¢ Martina, Tao Sun, Stoka
Veronika, Turk Boris, Turk Vito

Objavljeno v

Tipologija 1.01 Izvirni znanstveni ¢lanek

5. [COBISS ID 22793767 Vir: COBISS.SI

Polialaninske deli izzovejo neposredno sproscanje citokroma c iz
Naslov SLo [mitohondrijev, neodvisno od por za spremenjeno permeabilnost, kar vodi v
apoptozo

Polyalanine tracts directly induce the release of cytochrome c,
ANG |independently of the mitochondrial permeability transition pore, leading to
apoptosis

V tem delu smo pokazali, da polialaninski deli, ki vsebujejo ve¢ kat 23
ponovitev, pri interakcij z mitohondriji povzrocijo spros¢anje citokroma c v
citosol in aktivacijo kaspaze-3 na nacin, ki je neodvisen od por MPTP. Ti
rezultati kazejo, da oligomerizirani polialaninski deli lahko povzrocijo
destabilizacijo mitohondrijske membrane in posledi¢no sprosc¢anje
citokroma c in apoptozo. S tem novim mehanizmom citotoksi¢nosti
polialaninskih delov bi morda lahko pojasnili patogenezo vseh polialaninskih
bolezni.

Opis SLO

In this study, we showed that polyalanine tracts containing more than 23
repeats physically associate with mitochondria by a mechanism that
induces cytochrome c release and caspase-3 activation, independently of
the mitochondrial permeability transition pore (MPTP). These results
suggest that oligomerized polyalanine tracts might induce the rupture of
the mitochondrial membrane, the subsequent release of cytochrome ¢, and
apoptosis. This novel mechanism for polyalanine tract cytotoxicity might be
common to the pathogenesis of all polyalanine diseases.

Blackwell Science; Genes to cells; 2009; Vol. 14, no. 6; str. 751-757;
Impact Factor: 2.952;Srednja vrednost revije / Medium Category Impact
Factor: 3.574; Avtorji / Authors: Toriumi Kazuya, Oma Yoko, Mimoto Ai,
Futai Eugene, Sasagawa Noboru, Turk Boris, Ishiura Shoichi

ANG

Objavljeno v

Tipologija 1.01 Izvirni znanstveni ¢lanek

8.Najpomembnejsi druzbeno-ekonomski rezultati projektne skupine’

Druzbeno-ekonomski dosezek
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1. [COBISS ID 25904423 Vir: COBISS.SI

Razgradnja ataksina-3 in njegovih mutantov s cisteinskimi katepsini in

Naslov sto vloga fragmentov ataksina-3 pri spinocerebelarni ataksiji tipa 3

Degradation of ataxin-3 and its mutants with cysteine cathepsins and

ANG . i : . .
possible role of ataxin-3 fragments in Spinocerebellar ataxia type 3

V skupino dednih nevrodegenerativnih obolenj s homopolimernimi
aminokislinskimi zaporedji (angl. HPAA - Homopolymeric amino acid tract)
spada tudi Spinocerebelarna ataksija tipa 3, znana kot Machado-Josephova
bolezen. Nastopi v kasnejsem zivljenjskem obdobju s simptomi tremorja,
izgube ravnotezja, invalidnosti in prezgodnje smrti. Pri spinocerebelarni
ataksiji tipa 3 (SCA3) je protein ataksin-3 (Atx3) z normalno regijo, ki
obicajno vsebuje od 14-37 glutaminskih preostankov mutiran v obliko s 54-
84 glutaminskimi preostanki. Znacilnost bolezni SCA3 so agregati v jedru
nevronskih celic, ki naj bi vodili do celicne smrti nevronov in s tem do
nevrodegeneracije, prizadete pa so le nekatere mozganske regije. Za C-
terminalne fragmente mutiranih oblik Atx3, najdene v lizatih mozganskega
tkiva pacientov velja, da so Se bolj toksic¢ni in imajo Se vecjo nagnjenost do
tvorbe agregatov, kar kazejo tako celi¢ni kot Zivalski modeli. Proteaze, ki
naj bi bile udelezene pri nastanku toksi¢nega fragmenta so zaenkrat Se
neznane.

Delo Nine Vidergar predstavlja mehanizem razgradnje proteina ataksina-3
(Atx3) ter njegovih mutant s cisteinskimi katepsini ter mozno vlogo C-
terminalnih fragmentov mutiranih oblik ataksina-3 k vecji nagnjenosti do
tvorbe agregatov ter sprozilcev celicne smrti.

S standardnimi protokoli kloniranja je kandidatka ustvarila razlicne mutante
proteina Atx3 in njihove skrajsane fragmente z razli¢no dolgimi
poliglutaminskimi podaljski v razli¢nih vektorjih. Na celi¢nih modelih
nevroblastomskih celic SH-SY5Y je v primerjavi z divjim tipom ugotavljala,
kako mutirani proteini in njihovi fragmenti z agregacijo vplivajo na celice.
Konstrukte divjega tipa Atx3, njegovega mutanta in C-koncnih fragmentov
je jih izrazila in izolirala iz bakterije E. coli (DE3)pLysS in uporabila za
eksperimente cepitev. S konstrukti Atx3 in njegovih C-terminalnih
fragmentov je transfecirala celi¢no linijo SH-SY5Y. Cepitve Atx3 s katepsini
B, L in K so pokazale, da katepsini cepijo Atx3. Rezultati N-terminalnega
sekvenciranja razgradnih produktov so kazali, da bi bil katepsin L lahko
proteaza, ki je odgovorna za nastanek C konc¢nega toksicnega fragmenta. Z
imunofluorescencno mikroskopijo je pri stabilno transficiranih in
diferenciranih celicah SH-SY5Y pokazala kolokalizacijo Atx3 s katepsinom L.

Opis SLO

Ker je SCA3 bolezen poznega tipa, lahko s staranjem povezani fenomeni
kot so aktivacija kaspaz, cisteinskih proteaz, kalpaina in zmanjsana
aktivnost Saperonov, pripomorejo k nastopu bolezni. Identifikacija
cepitvenih mest v rekombinantnem ¢loveskem Atx3 bi lahko doprinesla k
razumevanju mehanizmov udelezene proteolize in njene povezanosti s
patofiziologijo.

An expansion of homopolymeric amino acid (HPAA) tract is found in a
group of at least ten inherited neurodegenerative diseases. The most
common is Spinocerebellar ataxia type 3 (SCA3) also known as Machado-
Joseph disease. SCA3 is the predominant late adult onset disease that
presents with symptoms including tremor, impaired balance and premature
death. The disease protein ataxin-3 (Atx3) is mutated and its normal repeat
length of 14-37 polyglutamine residues increases to a number of 54-84
glutamine residues. The characteristic feature of SCA3 is the formation of
intranuclear aggregates causing neuronal cell death and degeneration
where only a specific subset of neurons is affected. The C-terminal
fragments of Atx3 protein found in the patient's brain lysates were shown
to be more toxic and with greater tendency for aggregation, which was
confirmed in cellular and animal models. Proteases involved in the
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processing and propagation of Atx3 toxic fragment remain to be identified.
Nina Vidergar’s work aimed to understand the mechanism of degradation of
ataxin-3 (Atx3) and its mutants with cysteine cathepsins and the potential
role of the C-terminal truncated forms of ataxin-3 with higher tendency to
aggregate formation and trigger of cell death.

Using standard molecular cloning protocols we generated different Atx3
mutants and its C-terminal fragments with various poly-Q repeat lengths.
Cellular models of neuroblastoma SH-SY5Y cells expressing mutated Atx3
and its fragments were more prone to aggregation comparing to the wild
type. The constructs of Atx3, its mutant and C-terminal fragments were
expressed and isolated from host bacteria E. coli (DE3)pLysS for
biochemical in vitro studies and further cleavage experiments. The
experiments of Atx3 cleavages with cathepsins B, L and K showed that
cathepsins process Atx3. With N-terminal-sequencing we have identified
cathepsin L as likely protease responsible for the generation of the toxic
fragment. The colocalization of Atx3 and cathepsin L was confirmed by
immunofluorescent microscopy.

SCA3 is a late-onset disease and age-related phenomena such as caspase-,
cysteine protease- and calpain activation including the decreased
chaperone activity could contribute to the disease initiation. Therefore, the
identification of cleavage sites in recombinant human Atx3 may contribute
to the understanding of mechanism of proteolysis and its potential link to
pathophysiology.

Sifra

D.09 Mentorstvo doktorandom

Objavljeno v

[N. Vidergar]; 2012; XIV, 103 str.; Avtorji / Authors: Vidergar Nina

Tipologija 2.09 Magistrsko delo
COBISS ID 263241984 Vir: COBISS.SI
Naslov sLo [XIIIth Simpozij o proteazah, inhibitorji in bioloski nadzor
ANG XIIIth International Symposium on Proteinases, Inhibitors and Biological
Control
Mednarodni tradicionalni srecanje raziskovalcev na podrocju proteolize v
Opis sLto |normalnih in patoloskih stanj (Portoroz, Slovenija, 22-26 Septembra,
2012).
Traditional international scientific meeting in the field of proteolysis under
ANG | normal and pathological conditions (Portoroz, Slovenia, September 22-26,
2012).
Sifra B.01 Organizator znanstvenega srecanja

Objavljeno v

Jozef Stefan Institute; 2012; 127 str.; Avtorji / Authors: Stoka Veronika,
Turk Boris

Tipologija 2.25 Druge monografije in druga zakljucena dela
COBISS ID 23599911 Vir: COBISS.SI
Naslov sLo |Molekularne in strukturne mehanizme pri nevrodegeneracij
ANG | Molecular and structural mechanisms in neurodegeneration
Obis sio V tem predavanju je vodja projekta, V. Stoka, prvi¢ predstavila nov vidik
P nevrodegeneracije iz staliS¢a funkcijskih ter strukturnih proteinskih mrez.
In this lecture, the project leader, V. Stoka, reported for the first time, a
ANG | new concept of neurodegeneration as functional and structural protein
networks.
Sifra B.05 Gostujoci profesor na institutu/univerzi

Objavljeno v

Ateneo de INECO; 2010; Avtorji / Authors: Stoka Veronika

Tipologija

3.14 Predavanje na tuji univerzi
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4, |COBISS ID 23599655 Vir: COBISS.SI

Naslov sto |Lizosomska pot apoptoze: kompleksna bioloska mreza

ANG | The lysosomal apoptosis signaling pathway is a complex biological network

V tem predavanju je vodja projekta, V. Stoka, ki je odkrila lizosomsko pot
Opis SLo |apoptoze leta 2001, je sedaj prviC predstavila poglobljen vpogled to poti iz
vidika "topoloskih mrez".

In this lecture, the project leader, V. Stoka, who firstly proposed the
ANG | lysosomal pathway of apoptosis in 2001, presented a more comprehensive
view of the pathway described as a "topological network".

Sifra B.04 Vabljeno predavanje

International Society for Computational Biology; ISCB Latin America 2010;

Objaviieno V.1 5410; Avtorji / Authors: Stoka Veronika, Turk Boris, Turk Vito

Tipologija 1.12 Objavljeni povzetek znanstvenega prispevka na konferenci
5. |COBISS ID 24648743 Vir: COBISS.SI

Strukturna in funkcijska mreza kot orodje za razvoj ucinkovitejsih pristopov

Naslov SLO .
v osebni terapiji

Structural and functional network as a tool to develop more effective

ANG : . .
approaches in personalized medicine

Proteinske-proteinske interakcije opredelujejo molekularne mreze v
organizmu ter njihove deregulacije povezane z boleznimi. Ta koncept smo
prikazali s strukturno ter funkcijsko mrezo na primeru kalikrein-kinin in
Opis SLO |renin-angiotenzin sistem, ki predstavljata dva tesno regulirana proteoliticna
sistema, ki sodelujeta v razli¢nih fizioloskih ter patoloskih procesih kot so
npr. nevrodegenerativne bolezni, homeostaza srca in ledvic, rast in razvoj
ter vnetje.

Protein-protein interactions define the molecular networks within an
organism, whereas a disruption on the later may lead to disease. In this
work, we presented a structural and functional network to exemplified this
concept on the kallikrein-kinin (KKS) and renin-angiotensin (RAS) sistems.
They represent two highly regulated proteolytic systems which participate
in several physiological and pathological processes i.e. neurodegeneration,
cardiovascular and renal homeostasis, growth and development and
inflammation.

ANG

Sifra B.04 Vabljeno predavanje

Zdruzenje za medicinsko genetiko, Slovensko zdravnisko drustvo; Osebna
Objavljeno v [genomika med medicinsko uporabo in komercializacijo; 2011; Str. 37-39;
Avtorji / Authors: Stoka Veronika, Turk Vito

Tipologija 1.08 Objavljeni znanstveni prispevek na konferenci

9.Drugi pomembni rezultati projetne skupinet

Nosilka tega projekta ter ¢lani projektne skupine so tudi avtorji oz. soavtorji Stevilnih publikacij
v mednarodno uglednih revijah, ki so tekle predvsem v okviru programske skupine "Proteoliza
in njena regulacija" (P1—0140, vodja prof. ddr. Boris Turk). Sodelavci na tem projektu so
aktivno sodelovali s predavanji na mednarodnih in domacih konferencah, predstavili vec
posterjev in so bili udelezeni pri organizaciji Mednarodne konference o proteazah v Portorozu
(leta 2010, 2012). Nekateri ¢lani sodelujejo pri pedagoskem delu kot nosilci 0z. sonosilci
predmetov na dodiplomski in podiplomski stopnji (B. Turk, E. Zerovnik, V. Stoka) ter kot
mentoriji pri doktorskih disertacijah ter diplomskih delih. Clani projektni skupini B. Turk, E.
Zerovnik ter V. Stoka opravljajo recenzije znanstvenih publikacij ter so aktivni ¢lani nekaterih
odborov v domacih in mednarodnih znanstvenih organizacijah. Poleg tega je B. Turk je Editor
uredniskega odbora Biological chemistry (2008-) in E. Zerovnik, ¢lanica uredni$kega odbora
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Amyloids (2005-). Visoko kvalitetno raziskovalno delo ¢lanov projektne skupine je razvidno iz
ISI Web of knowledge na dan 8.3.2013: V. Stoka (h-indeks 22 in 2.017 citatov), B. Turk (h-
indeks 36 in ~5.600 citatov) ter E. Zerovnik (h-indeks 19 in ~1.700 citatov). B. Turk je prejel
leta 2011 Zoisovo nagrado za vrhunske dosezke v znanosti in je ¢lan dveh Centrov Odli¢nosti in
sicer CIPKEBIP ter NIN. Je prav tako koordinator dveh Evropskih projektov v 7.0P.

10.Pomen raziskovalnih rezultatov projektne skupine?
10.1.Pomen za razvoj znanostil®

SLO

Raziskave cisteinskih katepsinov so postale zanimive zaradi njihove vloge pri mnogih obolenjih
vklju¢no z nevrodegeneracijo. Relevanca tega projekta je visoka, ker predstavlja boljse
razumevanje mehanizmov programirane celi¢ne smrti in tvorbe proteinskih agregatov kot ene
od moznih strategij pri iskanju nacinov preventive ter terapevtskih pristopov. Studije lahko
vodijo do pomembnih odkritij kot so diagnosti¢ni markeriji ali tarCe za nove terapevtike.

S tem projektom smo nadgradili dosedanje raziskave skupine na podrocju cisteinskih
katepsinov, ki ze teCejo na Odseku na biokemijo in molekularno in strukturno biologijo na
Institut Jozef Stefan.

Pomemben doprinos k znanosti predstavljajo ze objavljene publikacije v mednarodno uglednih
revijah, pa tudi publikacije v pripravi. Poleg objav smo porocali o nasih rezultatih tudi na
znanstvenih srecanjih v obliki predavanj ali posterjev, ter predavanji na univerzah in institutih,
doma in v tujini. Za ta projekt je pomembno mednarodno sodelovanje z ugledno raziskovalno
skupino prof. Shoichi Ishiure Univerze v Tokiju. Raziskovalci te skupine tudi sodelujemo v 7.
Okvirnen Programu EU (7.0P) in drugih mednarodnih projektih kot je npr. izjemno ugleden
Human Science Frontiers Program (HSFP) v sodelovanju z prej omenjeno japonsko skupino.

ANG

The research on cysteine cathepsins regained importance due to their role in several diseases,
including neurodegeneration. The relevance of this proposal is of high importance, thus
enabling a better understanding of the mechanisms of programmed cell death and protein
aggregation. The later being among the current strategies leading to novel approaches in
prevention and therapy.

The proposed project will strengthen the current research on cysteine cathepsins at the
Department of Biochemistry and Molecular and Structural Biology at the Jozef Stefan Institute.
An important contribution to science is and will be achieved through publications in
internationally recognized journals. In addition, the research team had an active participation of
in scientific meetings (lectures, posters) and lectures at universities and research institutes in
Slovenia and abroad.

In order to achieve the goals of this proposal, it is also important an active scientific
cooperation, with the laboratory lead by Prof. Shoichi Ishiura from University of Tokyo.
Researchers participating in this project are currently partners in European projects (FP7) and
participated in other international projects such as the prestigious Human Science Frontiers
Program (HSFP) in cooperation with the previously mentioned japanese laboratory.

10.2.Pomen za razvoj Slovenijell

SLO

Raziskave na tem projektu so pomembne, saj imajo proteaze pomembno ne le v fizioloskih
procesih, pac¢ pa tudi pri obolenjih ter tvorijo osnovo za "translacijske" (translational) raziskave.
PredloZeni projekt spada med temeljne raziskave strateskega pomena. Ob tem se vzgajajo
mladi raziskovalci v obliki magistrskih in doktorskih del. Svoje znanje prenasajo v novo okolje,
kot so farmacevtska industrija, raziskovalni laboratoriji, univerze in tujina. Te raziskave so
pomembne za boljsSo integracijo Slovenske znanosti v Evropski Raziskovalni Prostor (ERA) ter
druga mednarodna sodelovanja ter tako doprinasajo k mednarodnem ugledu slovenske znanosti
ter nacionalni identiteti. Raziskave na tem projektu so sestavni del aktivnosti v Centru
Odli¢nosti za Integrirane Pristope v Kemiji in Biologiji Proteinov (CIPKeBiP). Raziskovalci aktivno
sodelujejo na znanstvenih simpozijih in kongresih. Prav tako so tudi udelezeni pri organizaciji
domacih in mednarodnih znanstvenih srecanj.
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Raziskave tega projekta so bile tudi sestavni del mednarodnega projekte Human Science
Frontiers Program (HSFP), katerega nosilec za naso stran je bil B. Turk.

ANG

The proposed research is of high importance due to the crucial role of proteases not only under
physiological conditions but also under pathological, thus providing the basis to carry out
"translational' research. This proposal is a basic research project of strategic importance. These
studies are carried out by young researchers. After completing their PhD, their knowledge can
be transfered to the new environment such as pharmaceutical companies and other research
laboratories and universities and abroad. This proposal is important for the successful
integration of Slovenian research in the European Research Area (ERA) and other international
collaborations. Members of the team already successfully contributed in this direction to the
recognition of their research activities in the international environment. This project is part of
the research activities within the Centre of Excellence (CoE) for Integrated Approaches in
Chemistry and Biology of Proteins (CIPKeBiP). The team members actively participate in the
organization of domestic and international scientific meetings. The research activities of the
team were supported by international projects such as the Human Science Frontiers Program
(HSFP) led by B. Turk from the Slovenian side.

11.Samo za aplikativne projekte in podoktorske projekte iz gospodarstva!
Oznacdite, katerega od navedenih ciljev ste si zastavili pri projektu, katere konkretne
rezultate ste dosegli in v kakéni meri so dosezeni rezultati uporabljeni

Cilj
F.01 |Pridobitev novih prakti¢nih znanj, informacij in vescin
Zastavljen cilj {2 DA (O NE
Rezultat ! =l

Uporaba rezultatov ] _[

F.02 |Pridobitev novih znanstvenih spoznanj
Zastavljen cilj {3 DA (O NE

Rezultat ’ _[

Uporaba rezultatov ] _[

F.03 |Vecja usposobljenost raziskovalno-razvojnega osebja

Zastavljen cilj {2 DA (O NE

Rezultat ] _[

Uporaba rezultatov ] _[

F.04 |Dvig tehnoloske ravni
Zastavljen cilj ) DA (O NE

Rezultat ! =l

Uporaba rezultatov ] _l

F.05 [Sposobnost za zacetek novega tehnoloskega razvoja

Zastavljen cilj (O DA (O NE

Rezultat ’ _[

Uporaba rezultatov ] _[

F.06 |Razvoj novega izdelka
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Zastavljen cilj O DA O NE

Rezultat _[

Uporaba rezultatov ~|
F.07 |IzboljSanje obstojecega izdelka

Zastavljen cilj ) DA () NE

Rezultat _[

Uporaba rezultatov _[
F.08 [Razvoj in izdelava prototipa

Zastavljen cilj {3 DA O NE

Rezultat _[

Uporaba rezultatov _]
F.09 |Razvoj novega tehnoloskega procesa oz. tehnologije

Zastavljen cilj {3 DA (O NE

Rezultat _[

Uporaba rezultatov ~|
F.10 [IzboljSanje obstojecega tehnoloskega procesa oz. tehnologije

Zastavljen cilj {3 DA (O NE

Rezultat _[

Uporaba rezultatov _[
F.11 |Razvoj nove storitve

Zastavljen cilj () DA O NE

Rezultat _[

Uporaba rezultatov _[
F.12 |IzboljSanje obstojece storitve

Zastavljen cilj () DA (O NE

Rezultat _I

Uporaba rezultatov _[
F.13 |Razvoj novih proizvodnih metod in instrumentov oz. proizvodnih procesov

Zastavljen cilj {3 DA (O NE

Rezultat _[

Uporaba rezultatov _[
F.14 Izboljsanje obstojecih proizvodnih metod in instrumentov oz. proizvodnih

procesov

Zastavljen cilj ) DA O NE

Rezultat [hd
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Prijavna vloga:ARRS-RPROJ-ZP-2013/194

Uporaba rezultatov |
F.15 |Razvoj novega informacijskega sistema/podatkovnih baz
Zastavljen cilj {3 DA (O NE
Rezultat ] _[
Uporaba rezultatov ] _[
F.16 |IzboljSanje obstojecega informacijskega sistema/podatkovnih baz
Zastavljen cilj {3 DA (O NE
Rezultat ] _[
Uporaba rezultatov ] _[
F.17 |Prenos obstojecih tehnologij, znanj, metod in postopkov v prakso
Zastavljen cilj {3 DA (O NE
Rezultat | 4|
Uporaba rezultatov ] _[
F.18 Posredovanje novih znanj neposrednim uporabnikom (seminarji, forumi,
konference)
Zastavljen cilj () DA (O NE
Rezultat ] _[
Uporaba rezultatov ] _[
F.19 |(Znanje, ki vodi k ustanovitvi novega podjetja ("spin off")
Zastavljen cilj () DA O NE
Rezultat ] _[
Uporaba rezultatov ] _[
F.20 |Ustanovitev novega podjetja ("spin off")
Zastavljen cilj {3 DA (O NE
Rezultat | ~|
Uporaba rezultatov ] _[
F.21 [Razvoj novih zdravstvenih/diagnosti¢nih metod/postopkov
Zastavljen cilj O DA O NE
Rezultat ] _[
Uporaba rezultatov ] _[
F.22 |IzboljSanje obstojecih zdravstvenih/diagnosti¢nih metod/postopkov
Zastavljen cilj {3 DA ) NE
Rezultat ] _[
Uporaba rezultatov ] _[
F.23 |Razvoj novih sistemskih, normativnih, programskih in metodoloskih resitev
Zastavljen cilj {3 DA (O NE
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Rezultat

|

=

Uporaba rezultatov

|

=

F.24

Izboljsanje obstojecih sistemskih, normativnih, programskih in metodoloskih

resitev

Zastavljen cilj

) DA (O NE

Rezultat

|

Uporaba rezultatov

|

F.25

Razvoj novih organi

zacijskih in upravljavskih resitev

Zastavljen cilj

O DA (O NE

Rezultat

|

Uporaba rezultatov

|

=

F.26

IzboljSanje obstojecih organizacijskih in upravljavskih

resitev

Zastavljen cilj

{3 DA ) NE

Rezultat

|

=

Uporaba rezultatov

|

=]

F.27

Prispevek k ohranja

nju/varovanje naravne in kulturne dediscine

Zastavljen cilj

) DA ) NE

Rezultat

|

=

Uporaba rezultatov

|

=

F.28

Priprava/organizaci

ja razstave

Zastavljen cilj

O DA (O NE

Rezultat

|

=

Uporaba rezultatov

|

=

F.29

Prispevek k razvoju

nacionalne kulturne identitete

Zastavljen cilj

) DA (O NE

Rezultat

|

=

Uporaba rezultatov

|

=

F.30

Strokovna ocena stanja

Zastavljen cilj

O bA O

NE

Rezultat

=

Uporaba rezultatov

=

F.31

Razvoj standardov

Zastavljen cilj

(O DA (O NE

Rezultat

=

Uporaba rezultatov
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F.32 [Mednarodni patent

Zastavljen cilj

O NE

Rezultat ]

=

Uporaba rezultatov ]

=

F.33 | Patent v Sloveniji

Zastavljen cilj {3 NE

Rezultat |

Uporaba rezultatov ]

=

F.34 |Svetovalna dejavnost

Zastavljen cilj () DA () NE

Rezultat ]

=

Uporaba rezultatov ]

=

F.35 |Drugo

Zastavljen cilj ) NE

Rezultat ]

=

Uporaba rezultatov ]

=]

Komentar

12.Samo za aplikativne projekte in podoktorske projekte iz gospodarstva!

Oznacite potencialne vplive oziroma ucdinke vasih rezultatov na navedena podrocja

Prijavna vloga:ARRS-RPROJ-ZP-2013/194

Vpliv N_i Majh_en Sred_nji Velik
vpliva | vpliv vpliv vpliv

G.01 Razvoj visokosolskega izobrazevanja
G.01.01. [Razvoj dodiplomskega izobrazevanja O O O O
G.01.02. |Razvoj podiplomskega izobrazevanja O O & &
G.01.03. |Drugo: O O O ]
G.02 Gospodarski razvoj
Goz01 [Raiiter ponudbe nov o|lo]o]|o
G.02.02. |Siritev obstojetih trgov O O @) O
G.02.03. |Znizanje stroskov proizvodnje & £ & &
G.02.04. zrr:'éiggjs:nje porabe materialov in O C O e
G.02.05. |Razdiritev podrodja dejavnosti O O O &
G.02.06. |Vedja konkurenéna sposobnost O O O O
G.02.07. |Vedji deleZ izvoza O O O &
G.02.08. |Povecanje dobicka O ) & )
G.02.09. [Nova delovna mesta O O O O
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zdravstvenega varstva

G.02.10. ZD;’;%SiIZ;nbiLaZbe”e strukture O O O
G.02.11. [Nov investicijski zagon [ ) &
G.02.12. |Drugo: e [ ) &
G.03 Tehnoloski razvoj
G.03.01. 'gz;lar:/origilgia razSiritev/posodobitev O O e
G.03.02. ;Z?anvor:giléo prestrukturiranje O O e
G.03.03. [Uvajanje novih tehnologij [ ) &
G.03.04. |Drugo: O O O
G.04 Druzbeni razvoj
G.04.01 |Dvig kvalitete Zivljenja O C
G.04.02. |Izbolj8anje vodenja in upravljanja O C
G.04.03. _Izb_oljéanje delovanja administracije O o O
in javne uprave - - -
G.04.04. |Razvoj socialnih dejavnosti O O O
G.04.05. |Razvoj civilne druzbe O QO C
G.04.06. |Drugo: O @] C
Ohranjanje in razvoj nacionalne ) ) i
G.05. naravne in kulturne dedis¢ine in O O L
identitete
G.06. Varov.anje okolja in trajnostni O O O
razvoj -
G.07 Razvoj druzbene infrastrukture
G.07.01. iIrTff%rsr:?raucll]:ciI;(a)—komunikacijska O e
G.07.02. |Prometna infrastruktura C O O
G.07.03. |Energetska infrastruktura O O C
G.07.04. |Drugo: O O C
G.08. Varovanje zdravja in razvoj @) e

G.09. Drugo:

Komentar

13.Pomen raziskovanja za sofinancerjel2

Sofinancer
1. |Naziv
Naslov
Vrednost sofinanciranja za celotno _obdob_je trajvanja EUR
projekta je znasala:
Odstotek od utemeljenih stroskov projekta: %

Prijavna vloga:ARRS-RPROJ-ZP-2013/194

Stran 19 od 21



Zaklju¢no porocilo raziskovalnega projekta - 2013

Najpomembnejsi rezultati raziskovanja za sofinancerja Sifra
1.

2
3
4,
5

Komentar

Ocena

14.1zjemni dosezek v letu 201213

14.1. Izjemni znanstveni dosezek

Protein Bid je eden od substratov pri procesu programirane celicne smrti oz. apoptoze.

3D struktura miSjega proteina Bid (1ddb:A) in eksperimentalno dolocenih cepitvenih mest je
prikazana na Sliki 1. Primerjava cepitvenih mest posameznih proteaz v poravnanih sekvenc
misjega ter Cloveskega proteina Bid so prikazane na Sliki 2.

14.2. Izjemni druzbeno-ekonomski dosezek

Pri dednem nevrodegenerativnem obolenju spinocerebelarne ataksije tipa 3 (SCA3), poznane
kot Machado-Josephova bolezen (MID), je protein ataksin-3 (Atx3) z normalno regijo, ki
obicajno vsebuje od 14-37 glutaminskih preostankov, mutiran pa v obliko s 54-84
glutaminskimi preostanki. Atx3 spada v klan CA (druzina C86), in ima pri N-terminalnem koncu
Josephinsko domeno, ki vsebuje deubikvitinazno aktivnost. Ohranja kataliti¢no triado (Cis14,
His119, Asn134), ki je odgovorna za encimsko aktivnost kot pri papainu, cisteinski proteazi
druzine C1A. Trodimenzionalna poravnava Josephinska domena ataksina-3 (magenta) z
papainom (modro) je prikazana v Sliki 1. Kolokalizacija patoloske oblike ataksina-3 z 80
poliglutaminskimi ostanki (Atx3-Q80) s katepsinom L, kot je prikazano v Sliki 2 kar kaze na
moznost nastanka C terminalnega toksi¢nega fragmenta po delovanju katepsina L.

C. IZJAVE
Podpisani izjavljam/o, da:

e so vsi podatki, ki jih navajamo v porocilu, resnicni in to¢ni

e se strinjamo z obdelavo podatkov v skladu z zakonodajo o varstvu osebnih podatkov za potrebe
ocenjevanja ter obdelavo teh podatkov za evidence ARRS

e so vsi podatki v obrazcu v elektronski obliki identi¢ni podatkom v obrazcu v pisni obliki

e so z vsebino zakljuénega porocila seznanjeni in se strinjajo vsi soizvajalci projekta

Podpisi:
zas'topnik oz. poob/_as"ét_e_na oseba in vodja raziskovalnega projekta:
raziskovalne organizacije:
Institut "Jozef Stefan" Veronika Stoka
Z1G
Kraj in datum:  [Ljubljana [13.3.2013

Oznaka prijave: ARRS-RPROJ-ZP-2013/194
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1 Opredelite raziskovalno podrocje po klasifikaciji FOS 2007 (Fields of Science). Prevajalna tabela med raziskovalnimi
podrodji po klasifikaciji ARRS ter po klasifikaciji FOS 2007 (Fields of Science) s kategorijami WOS (Web of Science) kot
podpodrodji je dostopna na spletni strani agencije (http://www.arrs.gov.si/sl/gradivo/sifranti/preslik-vpp-fos-wos.asp).
Nazaj

2 Napigite povzetek raziskovalnega projekta (najve¢ 3.000 znakov v slovenskem in angledkem jeziku) Nazai

3 Napisite kratko vsebinsko porocilo, kjer boste predstavili raziskovalno hipotezo in opis raziskovanja. Navedite klju¢ne
ugotovitve, znanstvena spoznanja, rezultate in ucinke raziskovalnega projekta in njihovo uporabo ter sodelovanje s
tujimi partnerji. Najve¢ 12.000 znakov vklju¢no s presledki (priblizno dve strani, velikost pisave 11). Nazaj

4 Realizacija raziskovalne hipoteze. Najve¢ 3.000 znakov vklju¢no s presledki (priblizno pol strani, velikost pisave 11)
Nazaj

Sy primeru bistvenih odstopanj in sprememb od predvidenega programa raziskovalnega projekta, kot je bil zapisan v
predlogu raziskovalnega projekta oziroma v primeru sprememb, povecanja ali zmanjSanja sestave projektne skupine v
zadnjem letu izvajanja projekta, napisite obrazlozitev. V primeru, da sprememb ni bilo, to navedite. Najve¢ 6.000
znakov vkljuéno s presledki (priblizno ena stran, velikost pisave 11). Nazaj

6 Navedite znanstvene dosezke, ki so nastali v okviru tega projekta. Raziskovalni dosezek iz obdobja izvajanja projekta
(do oddaje zaklju¢nega porocila) vpiSete tako, da izpolnite COBISS kodo dosezka - sistem nato sam izpolni naslov
objave, naziv, IF in srednjo vrednost revije, naziv FOS podrocja ter podatek, ali je dosezek uvrséen v A" ali A'. Nazaj

7 Navedite druzbeno-ekonomske dosezke, ki so nastali v okviru tega projekta. Druzbeno-ekonomski rezultat iz obdobja
izvajanja projekta (do oddaje zaklju¢nega porocila) vpisete tako, da izpolnite COBISS kodo dosezka - sistem nato sam
izpolni naslov objave, naziv, IF in srednjo vrednost revije, naziv FOS podrocja ter podatek, ali je dosezek uvrscen v A"
ali A'.

Druzbeno-ekonomski dosezek je po svoji strukturi drugacen kot znanstveni dosezek. Povzetek znanstvenega dosezka
je praviloma povzetek bibliografske enote (¢lanka, knjige), v kateri je dosezek objavljen.

Povzetek druzbeno-ekonomskega dosezka praviloma ni povzetek bibliografske enote, ki ta dosezek dokumentira, ker je
dosezek sklop vec rezultatov raziskovanja, ki je lahko dokumentiran v razli¢nih bibliografskih enotah. COBISS ID zato
ni enoznacen, izjemoma pa ga lahko tudi ni (npr. prehod mlajsih sodelavcev v gospodarstvo na pomembnih
raziskovalnih nalogah, ali ustanovitev podjetja kot rezultat projekta ... - v obeh primerih ni COBISS ID). Nazaj

8 Navedite rezultate raziskovalnega projekta iz obdobja izvajanja projekta (do oddaje zaklju¢nega porocila) v primeru,
da katerega od rezultatov ni mogoce navesti v tockah 7 in 8 (npr. ker se ga v sistemu COBISS ne vodi). Najve¢ 2.000
znakov, vklju¢no s presledki. Nazaj

9 Pomen raziskovalnih rezultatov za razvoj znanosti in za razvoj Slovenije bo objavljen na spletni strani:
http://sicris.izum.si/ za posamezen projekt, ki je predmet poro¢anja Nazaj

10 Najved 4.000 znakov, vkljuéno s presledki Nazaj
11 Najved 4.000 znakov, vkljuéno s presledki Nazai

12 Rubrike izpolnite / prepisite skladno z obrazcem "izjava sofinancerja"
http://www.arrs.gov.si/sl/progproj/rproj/gradivo/, ki ga mora izpolniti sofinancer. Podpisan obrazec "Izjava
sofinancerja" pridobi in hrani nosilna raziskovalna organizacija - izvajalka projekta. Nazaj

13 Navedite en izjemni znanstveni dosezek in/ali en izjemni druzbeno-ekonomski dosezek raziskovalnega projekta v
letu 2012 (najvec¢ 1000 znakov, vklju¢no s presledki). Za dosezek pripravite diapozitiv, ki vsebuje sliko ali drugo
slikovno gradivo v zvezi z izjemnim dosezkom (velikost pisave najmanj 16, priblizno pol strani) in opis izjemnega
dosezka (velikost pisave 12, priblizno pol strani). Diapozitiv/-a prilozite kot priponko/-i k temu porocilu. Vzorec
diapozitiva je objavljen na spletni strani ARRS http://www.arrs.gov.si/sl/gradivo/, predstavitve doseZzkov za pretekla
leta pa so objavljena na spletni strani http://www.arrs.gov.si/sl/analize/dosez/. Nazaj

Obrazec: ARRS-RPR0OJ-ZP/2013 v1.00
A8-34-0F-DB-AB-A2-A5-0F-73-6C-67-F0-5E-B8-47-D3-D9-E0-DD-5C
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Pri dednem nevrodegenerativnem obolenju spinocerebelarne ataksije tipa 3 (SCA3), poznane
kot Machado-Josephova bolezen (MJD), je protein ataksin-3 (Atx3) z normalno regijo, ki
obiajno vsebuje od 14-37 glutaminskih preostankov, mutiran pa v obliko s 54-84
glutaminskimi preostanki. Atx3 spada v klan CA (druZina C86), in ima pri N-terminalnem
koncu Josephinsko domeno, ki vsebuje deubikvitinazno aktivnost. Ohranja kataliti¢no triado
(Cisl4, His119, Asnl34), ki je odgovorna za encimsko aktivnost kot pri papainu, cisteinski
proteazi druzine C1A.

Slika 1: 3D poravnava Josephinske domene ataksina-3 (magenta) z
papainom (modro).

Kolokalizacija patoloSke oblike ataksina-3 z 80 poliglutaminskimi ostanki (Atx3-Q80) s
katepsinom L, kar kaze na moznost nastanka C-terminalnega toksi¢nega fragmenta po
delovanju katepsina L.

Atx3-Q80/gfp zdruzena

Slika 21: Imunofluorescenéno oznafevanje mutiranega Atx3 in
katepsina L. Zeleno-fluorescirajo¢ mutiran Atx3 je vizualiziran s
sistemom le¢ FITC. Uporabljena so miSja monoklonska protitelesa
proti katepsinu L in antimi§ja protitelesa z rde¢im fluoroforom (rdeca
fluorescenca, A 546).
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Slika 1. 3D struktura miSjega protein Bid (1ddb:A) in eksperimentalno
dolocenih cepitvenih mest. Protein Bid vsebuje 195 aminokislin. Osem alfa
heliksov so oznafeni v temni moder ter "coils" v svetlo modri barvi.
Nestrukturiran zanka (bait loop) je odgovorna za strukturne konformacijske
spremembe pri apoptozi. Amino kisline pred cepitvenim mestom so
oznaceni s magento.
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Slika 2. Primerjava cepitvenih mest miSjega ter CloveSkega proteina Bid.
Poravnava obeh proteinov je bila izvedena s 3D-Coffee algoritmom z
uporabo kordinat 1ddb in 2bid. Oznacena so identi¢na (*), ohranjena (:) ter
semi-ohranjena (.) mesta. Cepitvena mesta s posamezno proteazo so bila
eksperimentalno validirana in oznacena z puscico.
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