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B. REZULTATI IN DOSEZKI RAZISKOVALNEGA PROJEKTA
2.Povzetek raziskovalnega projektal

SLO

Pod skupnim imenom epidermolysis bullosa (EB) poznamo izredno teske dedne bolezni krhkosti

koze, ki so pogostoma s smrtnim izidom. Med temi so bolniki z epidermolysis bullosa simplex
Dowling-Meara (EBS-DM) obliko bolezni najbolj dovzetni za razvoj karcinoma bazalnih celic
koze (BCC). Rakave spremembe vecinoma nastajajo na delih koZze, ki so pogostoma izpostavljeni
soncu. Nedavno smo pokazali, da je izredna krhkost koze pri EBS-DM pacientih posledica ne
samo izgube funkcije keratinskega citoskeleta zaradi mutacij v keratinih 5 ali 14 (ki se izklju¢no
izrazata v bazalnem celicnem sloju koZze), temvec tudi posledicnega znizanja izrazanja genov, ki
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kodirajo medceli¢ne povezovalne proteine. Predvsem ko gre za tezke mutacije v keratinskih genih,
so te resen fizioloski stres za EBS-DM keratinocite. Posledica tega je stalna aktivacija MAP kinaz
(ERK, p38, JNK), glavnih poti celi¢nega stresnega odgovora. Obenem so vse te spremembe lahko
tudi prednost, saj Ceprav zelo krhki, EBS-DM keratinociti hitreje zapirajo rane kot zdrave,
kontrolne celice. Iz zgoraj omenjenega je razvidno, da so mutacije v keratinih lahko klju¢nega
pomena za usmerjanje EBS-DM keratinocitov v metabolni program, ki pod dolocenimi pogoji
lahko pripelje do razvoja karcinoma koze. Na$ projekt je imel namen testirati in podati dokaze v
korist te hipoteze. Kot modelni sistem smo uporabili primarne in nesmrtne celicne linije, ki so
pridobljene iz koze EBS-DM bolnikov in zdravih oseb. Glede na visjo dovzetnost za razvoj BCC
pri EBS-DM bolnikih, nas je predvsem zanimalo primerjati celice pred in po izpostavljanju
Skodljivim u¢inkom gama Zarkov, oz. preucevati odziv celic na poskodbe DNK. Dokazali smo, da
je odpornost keratinskih mutant bistveno spremenjena v odnosu na kontrolne keratinocite, ter da je
pri mutantah znizano izrazanje nekaterih kljuénih genov v signalni kaskadi popravilnih
mehanizmov poskodb DNK, kot so pH2AX, pATM, pBRCAI, ter morda $e najpomebnejsi ¢len,
pChk2, ki ima pomembno vlogo pri zaviranju celi¢nega cikla v G2/M fazi. Poleg tega smo
ugotovili, da EBS-DM keratinociti imajo tudi zviSano izrazanje proteinov Bcl-2 (sodeluje pri
notranji apoptoski poti) in FLIP (zavira delovanje kaspaze-8 in zavira celi¢no smrt ze na zgodnji
stopnji zunanje poti apoptoze). Rezultati projekta kazejo, da spremenjeno delovanje razli¢nih
signalnih poti pri EBS-DM keratinocitih, ima za posledico moteno delovanje G2/M kontrolne
toCke celicnega cikla in zviSano izrazanje nekaterih antiapoptotskih proteinov. Zato je povsem
mozno, da prav ti mehanizmi, ki pomagajo EBS-DM keratinocitom premagati negativne ucinke
mutacij v keratinih, lahko obenem povzrocijo, da poskodovane celice kdaj tudi uidejo kontrolnim
mehanizmom celi¢ne smrti in tako pri EBS-DM pacientih dajo zacetek rakavim spremembam
bazalnih celic koze.

ANG

Amongst the large group of severe and often deadly skin fragility disorders called epidermolysis
bullosa (EB), patients with the epidermolysis bullosa simplex Dowling-Meara type (EBS-DM) are
much more likely to develop basal cell carcinoma (BCC) than any other subtype. Interestingly it is
the light-exposed areas of their skin that appear most often to give rise to BCCs. We have shown
that epithelial fragility in EBS-DM patients may be the result of the combined loss of keratin
cytoskeleton function due to mutations in keratins 5 or 14 (which are exclusively expressed in the
basal cell layer of the epidermis), and the consequently decreased expression of many cell junction
and cell adhesion proteins. Severe keratin mutations also present an intrinsic physiological stress,
as the MAPK stress response signaling pathways (JNK, ERK, p38) are constantly active in EBS-
DM keratinocytes. At the same time this is also an advantage, as EBS-DM keratinocytes are faster
at closing wounds than healthy, control cells. Therefore it appears that changes induced by keratin
mutations in EBS-DM keratinocytes may be critical in affecting major processes of the cell
metabolism, which under certain circumstances may lead to non-melanoma skin cancer
development. Our project aimed to test and provide evidence for this hypothesis. We used as
model system primary and immortalized EBS-DM patient-derived and control keratinocytes. As
EBS-DM patients are more prone to BCC development in light exposed areas of the skin, we
concentrated on investigating the consequences of exposure to ionizing radiation (IR) and the
DNA damage stress response in these cells. We have found that after exposure to IR keratin
mutant expressing cells recover differently and much slower than control cells, as well as that a
number of key proteins in the DNA damage response pathway are affected, such as pH2AX,
pATM, pBRCA1 and most importantly, pChk2, which has a role in the G2/M cell cycle
checkpoint. In addition, EBS-DM mutants have an increased expression of Bcl-2 and FLIP
proteins, both with a function in promoting cell survival by modulating the intrinsic (Bcl-2) and
extrinsic (FLIP) apoptotic pathways. The results of this project thus indicate that keratin gene
mutations may also interfere with the G2/M checkpoint and cause an up-regulation of pro-survival
proteins. Although all these changes may in fact help EBS-DM keratinocytes overcome the
negative effects of severe keratin gene mutations, at the same time they may also aid severely
damaged cells to escape mechanisms regulating cell death and preventing tumor formation.
Therefore, it is quite plausible that damaged EBS-DM keratinocytes may sometimes escape these
control mechanism and thus give rise to malignant transformation of basal cells in EBS-DM
patient skin.
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3.Porocilo o realizaciji predloZzenega programa dela na raziskovalnem projektu?

Bulozna epidermoliza simpleks je dedna bolezen koZe, za katero je znacilna izredna krhkost
epitelijskih tkiv, predvsem koZe, in nastajanje mehurjev in izjemno bole¢ih ran. Povzrocajo jo
mutacije v genih za keratina 5 in 14, ki tvorita intermediarne filamente citoskeleta bazalnih celic
koze. Najtezja oblika bolezni je Dowling-Meara (DM) fenotip, katerega povzrocajo le tezke
mutacije oz. aminokislinske spremembe, ki motijo polimerizacijo Ze samih keratinskih filamentov
in s tem nastajanje funkcionalne citoskeletne mreze. Pokazali smo, da so takSne mutacije resen
fizioloski stres za EBS-DM keratinocite, zaradi Cesa imajo stalno aktivirane MAP kinazne
signalne poti celicnega stresnega odgovora (ERK, JNK in p38) (D’Alessandro et al., J Cell Sci.,
115(Pt 22):4341, 2002; Liovic et al., Exp Cell Res., 314(10):2066, 2008). Poleg tega povzrocajo
tudi znizanje izrazanja genov, ki kodirajo medcelicne povezovalne proteine, kar Se stopnjuje
krhkost epitelija (Liovic et al., Exp Cell Res., 315(17):2995, 2009). Obenem te spremembe lahko
prinesejo tudi dolocene prednosti, saj EBS-DM keratinociti hitreje zapirajo rane kot kontrolne
celice. Nedavno so objavili klini¢no $tudijo, ki je 20 let spremljala zdravstveno stanje pacientov iz
razli¢nih skupin (tipov in podtipov) bulozne epidermolize (Fine et al., ] Am Acad Dermatol., 60
(2):203, 2009). Ugotovili so, da ravno EBS-DM pacienti imajo kar 44% kumulativno frekvenco za
razvoj bazalnega celi¢nega carcinoma (BCC) koze po 55. letu starosti. Poleg tega je pri EBS-DM
pacientih BCC nastajal pretezno v predelih koze, ki so bila pogosto izpostavljena soncu, kar
govori tudi 0 mozni vlogi naravnega sevanja ter zanj vezanih zascitnih mehanizmov. Zato je cilj
nasega projekta bil preveriti hipotezo, ali stanje fizioloSkega stresa, v katerem se Ze nahajajo EBS-
DM keratinociti zaradi tezkih mutacij v keratinskih genih, lahko povzro¢i tudi pomembne razlike
v celicnem odgovoru na DNK poskodbe. Predpostavili smo, da pri EBS-DM keratinocitih je
spremenjeno delovanje celicnega odgovora na DNK poskodbe, kar lahko posredno povzroci
nastajanje rakavih sprememb. Kot modelni sistem smo uporabili primarne in nesmrtne celi¢ne
linije, ki so pridobljene iz koze EBS-DM bolnikov in zdravih oseb. Celi¢ne linije smo pridobili v
sodelovanju s prof. dr. Ellen Bigitte Lane, Institute of Molecular Medicine, Singapore, in prof. dr.
Hans Torma, Univerza v Upssali, Svedska. Skupno smo v §tudijo vkljuéili 5 nesmrtnih (3 EBS-
DM mutante in 2 zdrave, kontrolne celi¢ne linije), ter 2 primarni celi¢ni liniji (I mutanta in ena
kontrola). Na razpolago smo imeli sistem za obsevanje, ki ga imajo v skupini prof. dr. Gregorja
Serse, na Onkoloskem Institutu v Ljubljani, zato nas je predvsem zanimal odziv celic pred in po
izpostavljanju $kodljivim vplivom ionizirajo¢ega sevanja, ki povzro¢a dvojnoverizne prekinitve
DNK. Celi¢ne linije uporabljene v tej Studiji so bile prvo primerjane med seboj za pogoje in nacin
rasti v gojiscu z in brez seruma. Zato smo naredili teste proliferacije, metabolicne aktivnosti in test
tesnosti medceli¢nih stikov v kulturi. Iz teh eksperimentov smo zakljucili, da serum lahko vpliva
na konc¢ne rezultate, zato smo se odloc¢ili, da vse nadaljnje eksperimente opravimo na celicah, ki so
bile gojene v gojis¢u brez seruma (Zupancic et al, Arch Dermatol Res., 304(9):765, 2012). Zaradi
tega je bilo potrebno pripraviti posebne pasaze vseh celi¢nih linij, ki so bile prilagojene za rast
izklju¢no v gojiscu brez seruma. Za analizo ucinka ionizirajoega sevanja smo prvo dolocili
primerno dozo, pri kateri celice ne bodo pomrle. Za nesmrtne celice je ta bila 4.5Gy, za primarne
celice 1Gy. Nato smo preverili stopnjo proliferacije celic po obsevanju in spremljali rast celic 7
dni. Ugotovili smo, da ¢eprav mutante v normalnih pogojih rasti obicajno rastejo hitreje, po
obsevanju se njihova rast upocasni in je bistveno nizja od kontrolnih celic. Na enak nacin smo
spremljali metabolicno aktivnost celic (meri se aktivnost mitohondrijskih dehidrogenaz) in
ugotovili, da medtem ko si kontrolne celice postopoma opomorejo med 4. in 7. dnem po
obsevanju, istocasno je pri mutantah metaboli¢na aktivnost Se vedno na nizki ravni. To pomeni,
da so EBS-DM mutante bolj obcutljive na posledice izpostavljanja ionizirajoem sevanju kot
kontrolne celice. Glede na to, da je eden od moZznih ucinkov obsevanja tudi senescenca celic, smo
nato opravili Se eksperimente z beta galaktozidazo. Dokazali smo, da celi¢ne linije uporabljene v
tej Studiji po obsevanju niso senescencne in s tem, da pridobljeni rezultati niso artefakt kaksnih
sekundarnih procesov. Z uporabo protitelesa za celicni marker proliferacije Ki67 smo z
imunofluorescen¢nim barvanjem ugotovili, da so obsevane celice Se vedno proliferativno aktivne
tudi 7 dni po obsevanju. S testi klonogenosti smo dokazali, da EBS-DM mutante tudi tvorijo vec
klonov kot kontrolne celice. Med opisanimi rezultati so bili najbolj zanimivi tisti, ki kazejo, da so
EBS-DM keratinociti bolj obcutljivi na ionizirajoce sevanje ter, da tvorijo vec¢ klonov kot zdrave
celice, kar je predvsem znacilno za rakave celice. Zato smo z analizo po Westernu preverili
izrazanje niza tar¢nih proteinov, ki imajo vlogo pri celicnem odgovoru na DNK poskodbe,
aktivaciji DNK popravilnih mehanizmov ter sprozanju apoptoze. Med temi izstopata pATM in
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BRCALI, ki sta pri EBS-DM keratinocitih znizani po obsevanju, in pChk2, ki je pri mutantah
znizan Ze pred samim obsevanjem. Po obsevanju smo pChk2 pri mutantah sploh tezko zasledili.
Znizano izrazanje pChk2 in BRCAI1 je znacilno za kromosomsko nestabilnost in nastanek rakavih
sprememb. Omeniti je treba tudi protein pH2AX, ki je pri mutantah poviSan, ima pa pomembno
vlogo ne samo v zacetnih fazah stresnega odgovora na sevanje, temvec tudi pri fragmentaciji
DNK pri apoptozi. Glede na te rezultate smo zato preverili, ali po obsevanju pride do morfoloskih
sprememb celi¢nih jeder, kar sluzi tudi kot indikator strukturnih sprememb v kromosomskem
materialu in pri fragmentaciji jeder. Za to smo uporabili protitelo za lamin A, ki je sestavni del
nuklearne lamine in s katerim je lamina direktno povezana na kromatin. Najvec¢ja odstopanja smo
ponovno zasledili pri keratinskih mutantah. V tem delu eksperimentov smo dodatno Se testirali
enega izmed moznih mehanizmov prenosa fizicnega ucinka tezke mutacije v keratinih 5 ali 14, na
izrazanje genov v jedru. Za ta namen smo uporabili shRNA za plektin 1C, ki povezuje celi¢ni
citoskelet s jedrnim, oz. keratinske intermediarne filamente z nuklearno lamino. Zal se je izkazalo,
da ko se v EBS-DM keratinocitih iznici delovanje tega povezovalnega proteina, so posledice za
celice prehude, saj so postale senescencne in odmrle.

Iz eksperimentov na proteinskih mikromrezah s celi¢nimi ekstrakti celic, ki so rasle v normalnih
pogojih rasti, smo zasledili, da EBS-DM keratinocitih imajo tudi zviSano izrazanje niza pro- in
anti-apoptotskih proteinov, ki sodelujejo v signalnih poteh receptorjev smrti. Iz tega ni bilo

razvidno, ali so mutante ve¢ ali manj obcutljive na tovrstno stimulacijo, zato smo se odlocili Se
spremljati odgovor EBS-DM in kontrolnih celic na stimulacijo z TNF alfa in TRAILom.

Titracijske krivulje so za optimalne pogoje testov dolocile koncentracijo liganda 200ng/ml ob 24hr
inkubaciji. Testi metabolicne aktivnosti po 24 hr stimulaciji so pokazali, da so EBS-DM mutante
bistveno bolj odporne na delovanje teh citokinov, kot kontrolne celice. Z analizo po Westernu smo
tudi preverili izrazanje niza proteinov, ki sodelujejo v teh signalnih poteh: ekstrinsi¢ni, oz.

receptorsko spodbujeni apoptozi (TNFR1, TNFR2, DR3, DRS5, Fas, RIP1, DcR3, FADD,

TRADD, FLIP) in intrinsi¢ni, oz. notranji signalni poti apoptoze (Bcl-2, pBcl-2(Thr56), pBcl-2
(Ser70), Bel-xL, Mcl-1, Bak, Bim, Bax, Puma, Bid, Bad, pBad, Bik, XIAP, kaspaza-3). Med
temi izstopata Bcl-2 in FLIP, ki sta oba pri mutantah zvi$ana, imata pa vlogo pri zaviranju

apoptoze in s tem spodbujata mehanizme prezivetja celic.

V zakljucek, v tej obsezni $tudiji smo dokazali, da je odpornost keratinskih tezkih mutant na
ionizirajoCe sevanje niZja v odnosu na kontrolne keratinocite. To je lahko posledica tega, da je pri
mutantah zniZzano izrazanje nekaj klju¢nih genov v signalni kaskadi celicnega odgovora na

poskodbe DNK. Pri tem je morda Se najpomembnejsi ¢len pChk2, ki ima vlogo pri zaviranju
celiénega cikla v G2/M fazi in, katerega je izrazanje moc¢no znizano pri mutantah. Poleg tega smo
ugotovili, da EBS-DM keratinociti imajo tudi zvisano odpornost na delovanje citokinov smrti, ki
pa je lahko posledica poviSanega izrazanja proteinov Bcl-2 (sodeluje pri notranji apoptoski poti) in
FLIP (zavira delovanje kaspaze-8 in zavira celicno smrt ze na zgodnji stopnji zunanje poti

apoptoze). Rezultati nasega projekta kazejo, da spremenjeno delovanje razli¢nih signalnih poti pri
EBS-DM keratinocitih, ki so posledica tezkih mutacij v keratinih 5 ali 14, po vse]j verjetnosti

povzrocajo tudi moteno delovanje G2/M kontrolne tocke celi¢nega cikla in zviSano izrazanje

nekaterih anti-apoptotskih proteinov. Zato je povsem mozno, da vsi ti mehanizmi, ki do doloCene
mere pomagajo EBS-DM keratinocitom premagati negativne ucinke tezkih mutacij v keratinih 5

ali 14, obenem lahko tudi prispevajo k temu, da poskodovani EBS-DM keratinociti lahko kdaj

uidejo kontrolnim mehanizmom celicne smrti, kar bi lahko pri EBS-DM pacientih povzrocilo

zacetek rakavih sprememb koZe. Vsi opisani rezultati so vkljuceni v ¢lanek, ki bo v kratkem
poslan v objavo v revijo Journal of Cell Science, obenem so pa doktorska naloga doktorantke Tine
Zupanci¢ s Kemijskega Instituta v Ljubljani. Gre za izvirne nove rezultate od izrednega pomena
ne samo za podro¢je molekularne dermatologije, temvec tudi celi¢ne biologije, saj nam odkriva
veliko novega o citoskeletu in vlogi keratinskih intermediarnih filamentov pri metabolizmu

epitelijskih celic.

4.0cena stopnje realizacije programa dela na raziskovalnem projektu in zastavljenih
raziskovalnih ciljev2

Cilji in program dela tega projekta so bili realizirani v celoti, s ¢im je finalno bila tudi dokazana
nasa zacetna hipoteza.

Poroc¢ilo:ARRS-RPROJ-ZP-2014/110 Stran 4 od 17



Zakljucno porocilo raziskovalnega projekta - 2014

5.Utemeljitev morebitnih sprememb programa raziskovalnega projekta oziroma
sprememb, povecanja ali zmanjSanja sestave projektne skupine?

V teku raziskovalnega projekta je bilo le nekaj manjsih sprememb v sestavi raziskovalne
skupine, o ¢emu smo vsako leto sprotno obvescali ARRS.

6.Najpomembnejsi znanstveni rezultati projektne skupine>

Znanstveni dosezek
1. [COBISS ID 30115545 Vir: COBISS.SI

Naslov sLo | CeliCni testi, ki temeljijo na keratinocitih in njihove mozne pomankljivosti

ANG | Keratinocyte-based cell assays

Celi¢ne linije pridobljene iz biopsij koze pacientov z epidermolysis bullosa
simplex so, kot in vitro modelni sistem, bile od izjemnega pomena za
spoznavanje vloge keratinskega citoskeleta v epitelijskih celicah v
normalnih pogojih rasti in bolezni. Ker pristopi genske terapije zaenkrat
Se niso imeli vecjega uspeha pri zdravljenju te skupine bolezni, se je
pojavil kot mozen pristop tudi uporaba majhnih molekul, oz. testiranje
knjiZznic novih ali pa Ze obstojecih aktivnih spojin. Tudi v te namene se
kot in vitro modelni sistemi pogostoma uporabljajo celi¢ne linije
pridobljene od pacientov. Zal se raziskovalci pogostoma ne zavedajo
Opis SsLo [pomena in posledic uporabe taksnih celi¢nih linij za testiranje
ucinkovitosti spojin. V tem primeru gre predvsem za izbiro najbolj
optimalnih pogojev rasti celi¢nih linij, ki izvirajo iz razli¢nih oseb in
posledi¢no imajo tudi razlicno genetsko ozadje. V tem Clanku
predstavljamo vpliv razli¢nih dejavnikov na odgovor celic v najbolj
pogostoma uporabljenih celi¢nih testih (testi proliferacije, metaboli¢ne
aktivnosti in migracije), ki lahko celo pripeljejo do napacnih zakljuckov.
rezultati omenjenih testov so pogostoma od bistvenega pomena pri
selekciji aktivnih spojin za nadaljnja testiranja kot novih ucinkovin za
zdravljenje doloc¢enih bolezni.

As an in vitro model system, patient-derived epidermolysis bullosa simplex
keratinocytes have had an immense impact on what we know today about
keratin filament function and their role in disease development. In the
absence of gene therapy, screening com pound libraries for new or better
drug s is another approach to improve existing treatments for
genodennatoses. However inthis study, we report of the potential pitfalls
ANG |when using this type of celllines as a "reporter" system. When cell lines
with different genetic backgrounds are being used in cellbased assays, the
greatest obstacle is to determine the most appropriate culture conditions
(i.e., the composition of medium, number of cells plated and number of day
s in culture). We demonstratehow culture conditions can greatly interfere
with the cellular response in cell-based assays (cell proliferation, metabolic
activity and migration), potentially al so giving rise to misleading data.

Springer; Archives for dermatological research; 2012; Vol. 304, iss. 9; str.
765-768; Impact Factor: 2.708;Srednja vrednost revije / Medium Category
Impact Factor: 1.81; A': 1; WoS: GA; Avtorji / Authors: Zupancic Tina, Ozir
Mateja, Torma Hans, Komel Radovan, Liovi¢ Mirjana

Objavljeno v

Tipologija 1.01 Izvirni znanstveni Clanek

2. [COBISS ID 5014298 Vir: COBISS.SI

Inkluzijska telesa kot nov dostavni sistem za rekombinatne proteine v

Naslov SLO e .
epitelijske celice

Inclusion bodies as potential vehicles for recombinant protein delivery into

ANG . ]
epithelial cells

V tej raziskavi smo predstavili nov pristop dostave rekombinantnih
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proteinov, ki temelji na uporabi inkluzijskih teles. Kot gostiteljski sistem
smo izbrali konvencionalni sev E.coli, medtem ko je nas modelni protein
keratin 14. Keratini so kompleksni polimeri, ki tvorijo mrezo keratinskega
citoskeleta. Da bi nastali filamenti je potrebno, da se prvo monomerni
keratin 14 poveze v dimerne podenote s keratinom 5, nato pa Sele iz
dimernih podenot nastanejo posamezni filamenti. Nasi rezultati kazejo,
da bi se inkluzijska telesa lahko uporabila za razvoj novega dostvanega
sistema keratinov v celice koZe in, predstavlja nov moZen pristop za
zdravljenje skupine bolezni, ki jo poznamo pod skupnim imenom
epidermoliti¢na buloza.

Opis SLO

We present the potential of inclusion bodies (IBs) as a protein delivery
method for polymeric filamentous proteins. We used as cell factory a strain
ofE. coli, a conventional host organism, and keratin 14 (K14) as an

ANG [example ofa complex protein. Keratins build the intermediate filament
cytoskeleton of all epithelial cells. In order to build filaments, monomeric
K14 needs first to dimerize with its binding partner (keratin 5, K5), which is
then followed by heterodimer assembly into filaments

BioMed Central; Microbial cell factories; 2012; Vol. 11, iss. 1; str. [1-14],
67; Impact Factor: 3.306;Srednja vrednost revije / Medium Category
Objavljeno v |Impact Factor: 2.864; A': 1; WoS: DB; Avtorji / Authors: Liovi¢ Mirjana,
Ozir Mateja, Bedina Zavec Apolonija, Peternel Spela, Komel Radovan,
Zupancic Tina

Tipologija 1.01 Izvirni znanstveni ¢lanek

3. [COBISS ID 28273369 Vir: COBISS.SI

Kemijski ¢eperoni SCitijo epidemolysis bullosa simplex keratinocite pred

Naslov sLo . . y )
temperaturnim stresom in agregacijo keratinov

Chemical chaperones protect epidermolysis bullosa simplex keratinocytes

ANG
from heat stress-induced keratin aggregation

Epidermolysis bullosa simplex je bolezen krhkosti koze, ki jo povzrocajo
mutacije v keratinih K5 in K14. Za EBS ni zdravila. Ko so EBS keratinociti
gojeni in vitro, lahko opazamo agregate keratinskih filamentov, ki
spominjajo na agregate, ki nastajo pri drugih boleznih napacnega

zvijanja proteinov. Za slednje je znano, da se fenotip bolezni lahko
izboljsa (ublazi) z uporabo molekularnih ¢eperonov ali pa z aktivacijo
ubikvitinproteozomskega sistema. V tej raziskavi smo sledili spremembam
na nivoju MAP kinaznega signaliziranja po izpostavljanju EBS keratinocitov
Opis SLo |temperaturnemu stresu (43C, 30 min) in uporabi dveh kemjskih ¢eperonov,
trimethylamine Noxide (TMAO) in 4phenylbutyrate (4PBA).

V raziskavi smo uporabili tudi MAPK inhibitorje, ter inhibitorje
proteozomskega sistema. Tretman EBS keratinocitov s TMAO ali 4PBA

je izjemno znizalo nastajanje keratinskih agregatov. Obenem, TMAO vpliva
tudi na aktivacijo p38 in JNK MAP kinaz, ter izrazanje heatshock

proteina HSPA1A, ki kolokalizira s fosforiliranim keratinom 5 v EBS
keratinocitih. V nasi raziskavi smo odkrili nove tarCne proteine, ki

odpirajo pot za razvoj novih terapevtskih pristopov.

Epidermolysis bullosa simplex (EBS) is a blistering skin disease caused by
mutations in keratin genes (KRT5 or KRT14), with no existing therapies.
Aggregates of misfolded mutant keratins are seen in cultured keratinocytes
from severe EBS patients. In other protein-folding disorders, involvement
of molecular chaperones and the ubiquitin-proteasome system may modify
disease severity. In this study, the effects of heat stress on keratin
aggregation in immortalized cells from two patients with EBS (KRT5) and a
healthy control were examined with and without addition of various test
compounds. Heat-induced (43 °C, 30 minutes) aggregates were observed
in all cell lines, the amount of which correlated with the donor phenotype.
In EBS cells pre-exposed to proteasome inhibitor, MG132, and p38-

ANG
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mitogen-activated protein kinase (MAPK) inhibitor, SB203580, the
proportion of aggregate-positive cells increased, suggesting a role of
proteasomes and phosphorylation in removing mutated keratin. In
contrast, aggregates were reduced by pretreatment with twochemical
chaperones, trimethylamine N-oxide (TMAQO) and 4-phenylbutyrate (4-
PBA). TMAO also modulated stress-induced p38/c-jun N-terminal kinase
(INK) activation and expression of heat shock protein (HSPA1A), the latter
of which colocalized with phosphorylated keratin 5 in EBS cells. Taken
together, our findings suggest therapeutic targets for EBS and other
keratinopathies.

Williams & Wilkins; The Journal of investigative dermatology; 2011; Vol.
131, issue 8; str. 1684-1691; Impact Factor: 6.314;Srednja vrednost
Objavljeno v [revije / Medium Category Impact Factor: 1.839; A': 1;A": 1; WoS: GA;
Avtorji / Authors: Chamcheu Jean Christopher, Navsaria Harshad, Pihl-
Lundin Inger, Liovi¢ Mirjana, Vahlquist Anders, Torméa Hans

Tipologija 1.01 Izvirni znanstveni ¢lanek

7.Najpomembnejsi druzbeno-ekonomski rezultati projektne skupine®

Druzbeno-ekonomski dosezek

1. [COBISS ID Vir: vpis v porocilo

Naslov SLO |Vpliv ionizirajoCega sevanja na keratin 5 ali 14 mutirane keratinocite

ANG [ The effects of ionizing radiation on keratin 5 or 14 mutant keratinocytes

Predavanje na European Cytoskeletal Forum konferenci v Fribourgu,

i SLO |
Opis Svica, Septembra 2013

Oral presentation at the European Cytoskeletal Forum meeting in
Fribourg, Switzerland, September 2013

ANG

Sifra B.03 Referat na mednarodni znanstveni konferenci

Objavljeno v [Prispevek na konferenci brez natisa

Tipologija 3.15 Prispevek na konferenci brez natisa
2. |COBISS ID Vir: vpis v porocilo

Mutacija v K18 (S230T) moti razporeditev/vgrajevanje klavdina 4 in ZO1

Nasl SLO X s .
asiov proteinov tesnih stikov.

The K18S230T mutation displaces tight junction proteins claudin 4 and
Z01 and results in increased paracellular permeability in vitro.

Predavanje na konferenci "Society for Histochemistry & COST NANONET,
Opis SLO [Intermediate filaments in health and disease” v Pragi, Ceska, Junija
2013.

Oral presentation at the "Society for Histochemistry & COST NANONET,
ANG | Intermediate filaments in health and disease” meeting in Prague, Czech
Republik, June 2013

Sifra B.03 Referat na mednarodni znanstveni konferenci

ANG

Objavljeno v [Prispevek na konferenci brez natisa

Tipologija 3.15 Prispevek na konferenci brez natisa
3. |COBISS ID 30198233 Vir: COBISS.SI

Receptorji celicne smrti in DNK popravilni mehanizmi so spremenjeni pri
EBS Dowling/Meara keratinocitih

Naslov SLO

Death receptor signaling and DNA damage response mechanisms are

ANG ) ) .
altered in EBS Dowling-Meara keratinocytes
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Predavanje in poster na mednarodni konferenci ESDR 2012 v Veneciji,

i SLO
Opis Italija

Oral presentation and poster at the ESDR 2012 meeting in

ANG .
Venice, Italy

Sifra F.02 Pridobitev novih znanstvenih spoznanj

Williams & Wilkins; The Journal of investigative dermatology; 2012; Vol.
132, suppl. 2; str. S101; Impact Factor: 6.193;Srednja vrednost revije /
Objavljeno v |Medium Category Impact Factor: 1.81; WoS: GA; Avtorji / Authors:
Zupancic Tatjana, Ozir Mateja, Bolshakov Viacheslav N., Lane Birgitte E.,
SerSa Gregor, Torma Hans, Liovi¢ Mirjana

Tipologija 1.12 Objavljeni povzetek znanstvenega prispevka na konferenci
4, |COBISS ID 30125273 Vir: COBISS.SI

Naslov sLo |Kako utisati okvarjene gene v globini koze

ANG |How to silence mutated genes deep in the skin

V intervjuju je predstavljen problematika bolezni koze vezanih na

i SLo Y ) . .. .
Opis keratine in najnovejse pristope k razvoju moznih terapij.

In this interview I presented the field of hereditary disorders of the skin
ANG |[linked to keratin gene mutations, and the progress being made in the
search for possible new therapy approaches.

Sifra F.30 Strokovna ocena stanja

Objavljeno v [Delo; Delo; 2012; Letn. 54; str. 16; Avtorji / Authors: Liovi¢ Mirjana

Tipologija 1.22 Interviju

8.Drugi pomembni rezultati projetne skupine’

Trenutno imamo v recenziji Se dva izvirna znastveno-raziskovalna ¢lanka:

1. "Intestinal cell barrier function in vitro is severely compromised by keratin 8 and 18
mutations identified in patients with inflammatory bowel disease”, Tina Zupancic, Jure Stojan,
Ellen Birgitte Lane, Radovan Komel, Apolonija Bedina-Zavec, Mirjana Liovic, v reviji PLOS One
(IF 3.73)

2. "Archaeosomes can efficiently deliver any type of cargo into skin cells”, Apolonija Bedina-
Zavec, Ajda Ota, Tina Zupancic, Radovan Komel, Natasa Poklar Ulrih, Mirjana Liovic, v reviji
Microbial Cell Factories (IF 3.31)

Raziskovalni ¢lanki ostalih ¢lanov:

1. Nanoparticles isolated from blood: a reflection of vesiculability of blood cells during the
isolation process, Sustar V, BedinaZavec A, Stukelj R, Frank M, Bobojevi¢ G, Jansa R, Ogorevc
E, Kruljc P, Mam K, Simuni¢ B, MancekKeber M, Jerala R, Rozman B, Veranic¢ P, Hagerstrand H,
KraljIgli¢ V. Int J Nanomedicine. 2011;6:273748.

2. Postprandial rise of microvesicles in peripheral blood of healthy human donors, Sustar V,
Bedinazavec A, Stukelj R, Frank M, Ogorevc E, Jansa R, Mam K, Verani¢ P, KraljIgli¢ V. Lipids
Health Dis. 2011 Mar 21;10:47.

3.The Caco-2 cell culture model enables sensitive detection of enhanced protein permeability in
the presence of N-decyl-B-d-maltopyranoside. Marusi¢ M, Zupanci¢ T, Hribar G, Komel R,
Anderluh G, Caserman S. N Biotechnol. 2013 Jun 25;30(5):507-15.
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Delo v strokovnih komisijah:

1. M. Liovic, ¢lanica predsedstva Evropskega Citoskeletnega Foruma od

2013 naprej.

2. M. Liovic, Clanica sveta Javnega Zavoda Zdravstveni dom dr. Franca Ambrozi¢a, Postojna, od
2013 naprej.

3. M. Liovic, nadomestna predstavnica Slovenije pri COST/NANONET incijativi EU od 2012
naprej.

4. M. Liovic, ¢lan programskega komiteja “Society for Histochemistry & COST NANONET,
Intermediate filaments in health and disease” v Pragi, Ceska, Junija 2013.

5. M. Liovic, organizator kongresa European Cytoskeleton Forum 2015 v Ljubljani.

9.Pomen raziskovalnih rezultatov projektne skupined
9.1.Pomen za razvoj znanosti2

SLO

S popolno realizacijo ciljev in programa tega raziskovalnega projekta je bila dokazana nasa
zaCetna hipoteza o izrednem pomenu proteinov (v nasem primeru gre za keratine), ki tvorijo
intermediarne filamente citoskeleta, za normalno delovanje celicnega metabolizma. V tej Studiji
smo dokazali, da so posledice tezkih mutacij v keratinih 5 ali 14 zelo resne in, da celo lahko
vplivajo na izrazanje proteinov, ki sodelujejo pri odgovoru celic na DNK poskodbe, v celicnem
ciklu in pri regulaciji celicne smrti. Posledi¢no so takSne spremembe dejansko res lahko vzroc¢nik
poviSane incidence bazalnega celi¢nega karcinoma koZe pri pacientih z dedno boleznijo koze
epidermolysis bullosa simplex. Gre za izvirne, nove rezultate od izrednega pomena ne samo za
podrocje molekularne dermatologije, temvec tudi celi¢ne biologije, saj odkrivajo veliko novega o
citoskeletu in vlogi keratinskih intermediarnih filamentov pri metabolizmu epitelijskih celic, ter
nam obenem zastavlja novo vprasanje, ali so lahko keratini celo vrsta novih tumor supresorjev?
ANG

With the complete fulfilment of the aims and the research program of this grant we provided
compelling evidence in support of our initial hypothesis regarding the exceptional role of the
proteins (in this case keratins) that form the intermediate filament cytoskeleton in normal cell
metabolism. We have shown that the consequences of severe keratin 5 or 14 gene mutations
go beyond the simplistic view of keratins being only a structural support to cells. This study
uncovers that keratins and keratin mutations may even alter the expression of proteins
involved in the DNA damage stress response, cell cycle and regulation of cell death. Therefore it
is quite plausible that such changes in cell metabolism may result with a higher incidence of
basal cell carcinoma in the skin of epidermolysis bullosa simplex patients. This is truly original
and novel data, which is of consequence not only for the field of molecular dermatology, but
also for basic cell biology, by unveiling new knowledge about the cytoskeleton and the role of
keratin intermediate filaments in cell metabolism. At the same time this data is already
challenging us with a new question, whether keratins may be also a type of tumor suppressor?

9.2.Pomen za razvoj Slovenijell

SLO

S svojimi raziskovalnimi dosezki, njihovo odmevnostjo, aktivnim sodelovanjem na mednarodnih
konferencah in pri njihovi organizaciji, ter vpetostjo v delovanje mednarodnih teles, smo
direktno prispevali k ugledu slovenske znanosti in drzave Slovenije. Nase delo je ponudilo niz
novih tarénih molekul za zdravljenje Sirokega spektra trenutno Se vedno neozdravljivih
genodermatoz, kot tudi izzvali znastveno javnost z moznostjo nove vloge keratinskih proteinov,
ne samo kot klini¢nih indikatorjev nastajanja, oziroma stopnje razvoja tumorjev, temvec tudi
kot moznega samega vira nastanka nekaterih tumorskih sprememb.

ANG

With our research data and the resulting scientific achievements, our participation at
international conferences and the role in their organization, as well as our involvement in the
function of European organizations, we actively contributed to a high impact image of Slovenian
science and the Republic of Slovenia. In addition, our research has now presented a number of
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new potential targets for therapy development of a large family of currently still incurable
genodermatoses, as well as challenged the scientific community with the possible new role of
keratin proteins: not only as indicators of the process of transformation/stage of tumor growth,
but also as the potential source of certain type of neoplastic changes.

10.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

() DA () NE

Rezultat

|

Uporaba rezultatov

|

=

F.02

Pridobitev novih znanstvenih spoznanj

Zastavljen cilj

) DA () NE

Rezultat

|

=

Uporaba rezultatov

|

F.03

Vedja usposobljenost raziskovalno-razvojnega osebja

Zastavljen cilj

() DA (O NE

Rezultat

|

=

Uporaba rezultatov

|

=

F.04

Dvig tehnoloske ravni

Zastavljen cilj

) DA () NE

Rezultat

|

=

Uporaba rezultatov

|

F.05

Sposobnost za zacetek novega tehnoloskega razvoja

Zastavljen cilj

) DA () NE

Rezultat

|

=

Uporaba rezultatov

|

=

F.06

Razvoj novega izdel

ka

Zastavljen cilj

O DA O NE

Rezultat

|

Uporaba rezultatov

|

=

F.07

IzboljSanje obstojecega izdelka

Zastavljen cilj

() DA (O NE

Rezultat

|

=

Uporaba rezultatov

|

=

F.08

Razvoj in izdelava prototipa
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Zastavljen cilj

O DA

{3 NE

Rezultat

|

=

Uporaba rezultatov

|

=

F.09

Razvoj novega tehnoloskega procesa oz. tehnologije

Zastavljen cilj

O DA

O NE

Rezultat

|

=

Uporaba rezultatov

|

=

F.10 |IzboljSanje obstojecega tehnoloskega procesa oz. tehnologije
Zastavljen cilj () DA (O NE
Rezultat \ _[
Uporaba rezultatov \ _]
F.11 |Razvoj nove storitve
Zastavljen cilj {3 DA (O NE
Rezultat | =l
Uporaba rezultatov || ~|
F.12 [IzboljSanje obstojece storitve
Zastavljen cilj ) DA () NE

Rezultat

|

=

Uporaba rezultatov

|

=

F.13

Razvoj novih proizvodnih metod in instrumentov oz. proizvodnih procesov

Zastavljen cilj

) DA (O NE

Rezultat

|

=

Uporaba rezultatov

|

=]

F.14

Izboljsanje obstojecih proizvodnih metod in instrumentov oz. proizvodnih

procesov

Zastavljen cilj

O DA

3 NE

Rezultat

|

=

Uporaba rezultatov

|

=

F.15

Razvoj novega informacijskega sistema/podatkovnih baz

Zastavljen cilj

() DA (O NE

Rezultat

|

=

Uporaba rezultatov

|

=

F.16

Izboljsanje obstojecega informacijskega sistema/podatkovnih baz

Zastavljen cilj

O DA

) NE

Rezultat

=]
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Uporaba rezultatov

F.17

Prenos obstojecih tehnologij, znanj, metod in postopkov v prakso

Zastavljen cilj

O DA O NE

Rezultat

| =]

Uporaba rezultatov

| =l

Posredovanje novih

F.18 konference)

znanj neposrednim uporabnikom (seminarji, forumi,

Zastavljen cilj

) DA () NE

Rezultat

| =

Uporaba rezultatov

| =]

F.19

Znanje, ki vodi k ustanovitvi novega podjetja ("spin off")

Zastavljen cilj

O DA O NE

Rezultat

| =]

Uporaba rezultatov

| =

F.20 |Ustanovitev novega

podjetja ("spin off")

Zastavljen cilj

) DA () NE

Rezultat

| =

Uporaba rezultatov

| =

F.21

Razvoj novih zdravstvenih/diagnosticnih metod/postopkov

Zastavljen cilj

) DA (O NE

Rezultat

| |

Uporaba rezultatov

| =]

F.22

Izboljsanje obstojecih zdravstvenih/diagnosti¢nih metod/postopkov

Zastavljen cilj

() DA (O NE

Rezultat

| =]

Uporaba rezultatov

| =

F.23

Razvoj novih sistemskih, normativnih, programskih in

metodoloskih resitev

Zastavljen cilj

O DA O NE

Rezultat

| =]

Uporaba rezultatov

| =

F.24 resitev

Izboljsanje obstojecih sistemskih, normativnih, programskih in metodoloskih

Zastavljen cilj

) DA () NE

Rezultat

| =l

Uporaba rezultatov

| =

F.25

Razvoj novih organizacijskih in upravljavskih resitev
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Zastavljen cilj

O DA

{3 NE

Rezultat

|

=

Uporaba rezultatov

|

=

F.26

IzboljSanje obstojecih organizacijskih in upravljavskih

resitev

Zastavljen cilj

O DA

O NE

Rezultat

|

=

Uporaba rezultatov

|

=

F.27

Prispevek k ohranja

nju/varovanje naravne in kulturne dediscine

Zastavljen cilj

O DA

) NE

Rezultat

|

Uporaba rezultatov

|

F.28

Priprava/organizaci

ja razstave

Zastavljen cilj

O DA

2 NE

Rezultat

|

Uporaba rezultatov

|

F.29

Prispevek k razvoju

nacionalne kulturne identitete

Zastavljen cilj

O DA (

7 NE

Rezultat

|

Uporaba rezultatov

|

F.30

Strokovna ocena stanja

Zastavljen cilj

O DDA O

NE

Rezultat

=

Uporaba rezultatov

=]

F.31

Razvoj standardov

Zastavljen cilj

) NE

Rezultat

=

Uporaba rezultatov

F.32

Mednarodni patent

Zastavljen cilj

) DA

2 NE

Rezultat

=

Uporaba rezultatov

=

F.33

Patent v Sloveniji

Zastavljen cilj

O DA C

2 NE

Rezultat

=

Uporaba rezultatov

=]
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F.34

Svetovalna dejavnost

Zastavljen cilj

{3 DA O NE

Rezultat

|

=

Uporaba rezultatov

=

F.35 |Drugo

Zastavljen cilj

DA (O NE

Rezultat

=

Uporaba rezultatov

Komentar

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

Oznadite potencialne vplive oziroma uéinke vasih rezultatov na navedena podrocja

vpliv N_i Majh_en Sred_nji Vel!k
vpliva | vpliv vpliv vpliv

G.01 Razvoj visokosolskega izobrazevanja
G.01.01. |Razvoj dodiplomskega izobrazevanja O O O
G.01.02. |Razvoj podiplomskega izobrazevanja C C C C
G.01.03. |Drugo: @ ] &
G.02 Gospodarski razvoj
conon |Remrtes b rout
G.02.02. |Siritev obstojetih trgov O O O
G.02.03. |Znizanje stroskov proizvodnje L C C O
G.02.04. érr:'éargﬁs:nje porabe materialov in O O O
G.02.05. |Razdiritev podrodja dejavnosti O O (]
G.02.06. |Vecja konkurencna sposobnost & O )
G.02.07. |Ve¢&ji dele? izvoza O O (]
G.02.08. |Poveclanje dobi¢ka & O )
G.02.09. |Nova delovna mesta @ O )
G.02.10. ZDa\/[;gc]) Silz(:)nb”t]azbene strukture O O O
G.02.11. |Nov investicijski zagon & O )
G.02.12. |Drugo: & C € C
G.03 Tehnoloski razvoj
G.03.01. 'gz?anvor:gilgia razsiritev/posodobitev C O C O
G.03.02. 'g:;larllor:giﬁo prestrukturiranje O O O
G.03.03. |Uvajanje novih tehnologij 3 O )
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G.03.04. |Drugo:

G.04 Druzbeni razvoj

G.04.01 |Dvig kvalitete Zivljenja

G.04.02. |IzboljSanje vodenja in upravljanja

G.04.03. _Izb_oljsanje delovanja administracije
in javne uprave

G.04.04. |Razvoj socialnih dejavnosti

G.04.05. |Razvoj civilne druzbe

G.04.06. |Drugo:
Ohranjanje in razvoj nacionalne

G.05. naravne in kulturne dediscine in
identitete

G.06. Varov_amje okolja in trajnostni
razvoj

G.07 Razvoj druzbene infrastrukture

G.07.01. _Informacijsko-komunikacijska
infrastruktura

G.07.02. |Prometna infrastruktura

G.07.03. |Energetska infrastruktura

G.07.04. [Drugo:

G.08 Varovanje zdravja in razvoj

B zdravstvenega varstva
G.09. Drugo:
Komentar

12.Pomen raziskovanja za sofinancerjelt

Sofinancer
1. [|Naziv
Naslov
Vrednost sofinanciranja za celotno pbdob_je trajvanja EUR
projekta je znasala:
Odstotek od utemeljenih stroskov projekta: %
Najpomembnejsi rezultati raziskovanja za sofinancerja Sifra
1.
2
3
4.
5
Komentar
Ocena

13.Izjemni dosezek v letu 201312

Porocilo:ARRS-RPROJ-ZP-2014/110

Stran 15 od 17



Zakljucno porocilo raziskovalnega projekta - 2014

13.1. Izjemni znanstveni dosezek

V tej studiji smo dokazali, da so posledice tezkih mutacij v keratinih 5 ali 14 zelo resne in, da
celo lahko vplivajo na izrazanje proteinov, ki sodelujejo pri odgovoru celic na DNK poskodbe, v
celi¢cnem ciklu in pri regulaciji celicne smrti. Posledi¢no so takSne spremembe dejansko res
lahko vzro¢nik poviSane incidence bazalnega celi¢nega karcinoma koze pri pacientih z dedno
boleznijo koze epidermolysis bullosa simplex. Gre za izvirne, nove rezultate od izrednega
pomena ne samo za podrocje molekularne dermatologije, temvec tudi celicne biologije, saj
odkrivajo veliko novega o citoskeletu in vlogi keratinskih intermediarnih filamentov pri
metabolizmu epitelijskih celic, ter nam obenem zastavlja novo vprasanje, ali so lahko keratini
celo vrsta novih tumor supresorjev?

13.2. Izjemni druzbeno-ekonomski dosezek

Kot rezultat nasih prizadevanj v zadnjih treh letih in glede na izjemen pomen nasih
raziskovalnih rezultatov, ki so bili predstavljeni tudi v obliki predavanj in posterjev na
mednarodnih konferencah, smo dosegli visoko odmevnost, ki je bila lansko leto nagrajena z
dvemi dosezki: ¢lanstvom M. Liovic v upravnem odboru European Cytoskeleton Forum-a,
vodilne Evropske organizacije za raziskave na podrocju citoskeleta, ter s ¢lanstvom M. Liovic v
programskem odboru mednarodne konference “Society for Histochemistry & COST NANONET,
Intermediate filaments in health and disease” v Pragi, Cedka, junija 2013.

Vrhunec vseh nasih dosedanjih raziskovalnih rezultatov in odmevnosti nasega dela je, da smo
pridobili organizacijo Evropskega kongresa European Cytoskeleton Forum 2015, ki bo potekala
od 30/8/ do 4/9/2015 v Plaza Hotelu v Ljubljani, na katerem bo sodelovalo 30 vabljenih
predavateljev iz Evrope, Amerike in Azije, ter skupno ¢ez 150 delegatov.

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 5o z vsebino zakljucnega porocila seznanjeni in se strinjajo vsi soizvajalci projekta

Podpisi:
zastopnik oz. pooblas¢ena oseba in vodja raziskovalnega projekta:
raziskovalne organizacije:
Univerza v Ljubljani, Medicinska Mirjana Liovi¢
fakulteta
Z1G
Kraj in datum:  |Ljubljana [14.4.2014

Oznaka prijave: ARRS-RPROJ-ZP-2014/110

! NapiSite povzetek raziskovalnega projekta (najvec 3.000 znakov v slovenskem in angleskem jeziku) Nazaj

2 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

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

4y 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 vkljuc¢no s presledki (priblizno ena stran, velikost pisave 11). Nazaj

5 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 doseZzka - sistem nato sam izpolni naslov
objave, naziv, IF in srednjo vrednost revije, naziv FOS podrocja ter podatek, ali je dosezek uvrs¢en v A" ali A'. Nazaj

6 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 gdga 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

7 Navedite rezultate raziskovalnega projekta iz obdobja izvajanja projekta (do oddaje zaklju¢nega porocila) v primeru,
da katerega od rezultatov ni mogoce navesti v toc¢kah 6 in 7 (npr. ni voden v sistemu COBISS). Najve¢ 2.000 znakov,
vkljuéno s presledki. Nazaj

8 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

° Najvec 4.000 znakov, vklju¢no s presledki Nazaj
10 Najved 4.000 znakov, vkljuéno s presledki Nazai

1 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

12 Navedite en izjemni znanstveni dosezek in/ali en izjemni druzbeno-ekonomski dosezek raziskovalnega projekta v
letu 2013 (najve¢ 1000 znakov, vkljuéno 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 dosezkov za pretekla
leta pa so objavljena na spletni strani http://www.arrs.gov.si/sl/analize/dosez/. Nazaj
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Severe keratin 5 and 14 gene mutations affect the keratinocyte DNA damage
stress response and may alter the G2/M cell cycle checkpoint
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