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Farmacevtska biotehnologija: predstavitev skupine in raziskovalnih projektov

Borut Strukelj
Fakulteta za farmacijo UL in Institut Jozef Stefan

Farmacevtska biotehnologija je eno od najhitreje razvijajocih se podroc€ij v medicini in farmaciji,
kar se je Se posebej odrazilo z razvojem rekombinantne tehnologije DNA. V sodobnem naboru
zdravil predstavlja farmacevtska biotehnologija priblizno 25% delez, saj imamo na trziScu
kopico rekombinantnih encimov, hormonov, citokinov, monoklonskih protiteles in ostalih
kompleksnih proteinskih molekul. Prav tako pa je s pomocjo klasi¢ne farmaceviske
biotehnologije in fermentorskih tehnik na razpolago veliko spojin vodnic oziroma izhodnih
surovin za izdelavo kon¢nih zdravilnih u€inkovin, med katerimi so najbolj uporabljeni antibiotiki,
statini in steroidi. Z vpeljavo znanj in metod sodobne biotehnologije in molekularne biologije
omogoca farmaceviska biotehnologija tudi razvoj diagnosti¢nih in teranosti¢nih postopkov,
obenem pa je osnova za odkrivanje novih fizioloSkih in patofizioloSkih mehanizmov.

V skupini raziskovalcev, ki deluje na Fakulteti za farmacijo UL in na Institutu jozef Stefan se
ukvarjamo s preucevanjem molekularnin mehanizmov delovanja nekaterih encimov,
hormonov kot sta grelin in leptin, iS€emo zaviralne peptide miostatina, razvijamo nove pristope
k uporabi bakteriofagnega prikaza, ki je iziemno uporabna molekularna metoda za raziskave
in razvoj v farmaciji in medicini, preu¢ujemo uporabo protismislenih oligonukleotidov in mikro
RNA molekul na podro¢ju genskega zdravljenja ter razvijamo nove rekombinantne probiotike,
ki bodo osnova za razvoj bioloSkega pristopa zdravljenja kroni¢ne Erevesne vnetne bolezni.



Nova generacija raziskovalcev ved o zivljenju

Andreja Majerle, lva Hafner Bratkovi¢
Kemijski institut, Ljubljana

Vrhunska znanja iz podrocij ved o Zivljenju so pogoj za razvoj ¢loveskih potencialov in okolja,
predvsem na podrocju zdravja, tehnologij, pridobivanja hrane in obnovljivih virov energije.
Raziskovalci s Kemijskega instituta (KIl), Fakultete za farmacijo (FFA) in Filozofske fakultete
(FF) Univerze v Ljubljani (UL) smo pripravili projekt Nova generacija raziskovalcev ved o
zZivljenju (vede-o-zivljenju@ki.si), ki je bil namenjem slovenskim dijakom in njihovim uciteljem.

Projekt je potekal od 1. 10. 2012 do 31. 8. 2014, financirala sta ga Evropska unija iz
Evropskega socialnega sklada ter Ministrstvo za izobrazevanje, znanost in Sport. V projektu je
sodelovalo 16 konzorcijskih partnerjev: Kl, FFA in FF UL ter 13 srednje$olskih ustanov iz 9
slovenskih regij. V posameznih aktivnostih so sodelovali tudi dijaki in ucitelji drugih slovenskih
srednijih Sol.

Glavni cilj projekta je bil vzpostavitev medgeneracijskega in medregijskega sodelovanja
dijakov, njihovih mentorjev ter vrhunskih znanstvenikov z namenom pridobivanja novega
znanja, zgodnjega vklju€evanja v vrhunske raziskave ter razmisljanja o eti¢nih vprasanijih,
povezanih z raziskavami in znanstvenimi dognaniji.

V okviru projekta smo izvajali razlicne aktivnosti na ve¢ nivojih intenzivnosti in Sirine. Na
Stevilnih predavanjih na srednjih Solah smo raziskovalci predstavljali nase najbolj zanimive
rezultate in ozadja raziskav. Dijaki so na ekskurzijah v nade laboratorije na Kl in FFA UL
spoznavali, kako raziskovalno delo poteka v praksi in se sre€ali z znanstveniki v njihovem
delovnem okolju. Na delavnicah v srednjih Solah smo dijakom bolj poglobljeno predstavili
podrocje, metodologijo raziskovanja in raziskovalne probleme. Na okroglih mizah, na katerih
so z debatami sodelovali tudi dijaki, smo govorili o sintezni biologiji, bioloskih zdravilih in etiki.
Organizirali smo tudi dva poletna raziskovalna tabora, enega o sintezni biologiji in drugega o
z dokazi podprti medicini. Dijakom ter njihovih mentorjem smo omogocili tudi vklju€evanje v
znanstveno-raziskovalno delo, in sicer so dijaki pod strokovnim vodstvom raziskovalcev Kl,
FFA in FF UL raziskovali na podrogjih najnovejSih spoznanj znanosti. V okviru projekta so dijaki
naredili 32 raziskovalnih nalog. Vse aktivnosti projekta so bile za dijake brezpla¢ne.

V projektu je sodelovalo blizu 4000 udelezencev iz vseh slovenskih regij in predstavlja velik

uspeh na podrocju Sirjenja znanja o vedah o Zivljenju in izobrazevanja nadarjenih
mladostnikov.
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Proizvodnja bioplina iz razlicnih odpadkov

Kosta Cerovi¢
Il. gimnazija Maribor

Mentorja: Zdenka Keuc (ll. gimnazija Maribor) in Gregor Zupanci¢ (BiotehniSka fakulteta, Univerza v
Ljubljani)

Zlato priznanje na drZzavnem tekmovanju mladih znanstvenikov 2013, kategorija Ekologija z varstvom
okolja-srednje sole

V nalogi sem preucil, kako bi z anaerobno razgradnjo izbranih odpadkov lahko pridobivali
uporaben energetski vir — bioplin 0z. bio-metan. Uporabil sem naslednje odpadke: majonezo,
ki ji je potekel rok trajanja, odpadno blato iz bioloskih &istilnih naprav, milnico, ki v razli¢nih
tehnolo8kih procesih nastaja kot odpadek, odpadni filtrni material, odpadna mineralna olja ter
odpadna belilna sredstva.

Z uporabo modificirane standardne metode sem najprej doloc€il kemijsko potrebo po kisiku
(KPK) in zatem izmeril koli¢ino metana ter bioplina, ki se izloCi pri anaerobni razgradniji
omenjenih odpadnih snovi. Kot kriteriji za izbiro najustreznejSega substrata (=odpadka) za
pridobivanje bioplina in biometana so bili izbrani: delez odpadka, ki se pretvori v bioplin, delez
bio-metana v bioplinu, hitrost reakcije, delez vlage v substratu, proizvodnja metana glede na
KPK vrednost, delez zmanjSanja hlapnih trdnih snovi v substratu ter koli¢ina inhibitorjev, ki se
nahajajo v substratu.

Rezultati kazejo, da ima odpadna majoneza najvecji biometanski potencial, na drugem mestu
je odpadno blato Cistilnin naprav. Majoneza ima naslednje prednosti: visoka proizvodnja
bioplina (0,779 mL bioplina/mg hlapnih snovi), visoka koncentracija bio-metana (0,647mL CH4
(g)) na miligram hlapnih snovi) in visoka koncentracija metana glede na izmerjeno KPK
vrednost (0,256 mL CHa4(g)/mg KPK), zadovoljiva hitrost reakcije in visok odstotek metana v
bioplinu. Delna pomanijkljivost je nizka vrednost vlage ter nedostopnost v vedjih koli€inah.
Odpadno blato je odli¢en kandidat s stali§€a vsebnosti vode kot tudi dejstva, da je nastali
bioplin skoraj €isti metan. Preostali kandidati za proizvodnjo bioplina so se izkazali kot mnogo
slab8a izbira ali glede na izbrane kriterije neustrezni.
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Razvoj gensko spremenjenih mleénokislinskih bakterij za zdravljenje kroni¢éne vnetne
¢revesne bolezni

Sta8a Kosler
Institut JoZef Stefan, Ljubljana in Fakulteta za Farmacijo, Univerza v Ljubljani

Mentor doktoranda: Borut Strukelj
Somentor doktoranda: Ales Berlec

Med kroniéno vnetno bolezen (KVCB) pritevamo Crohnovo bolezen in ulcerozni kolitis. Gre
za bolezen neznane etiologije z znacilnim kroni€¢nim dozivljenjskim potekom z akutnimi zagoni
ter vmesnimi krajSimi ali daljS§imi mirovanji. Pri Crohnovi bolezni se lahko vnetje pojavi na
katerem koli delu prebavne poti in lahko prizadene vse plasti ¢revesne stene, medtem ko se
pri ulceroznem Kkolitisu to pojavlja le na povrSini sluznice debelega ¢revesja. Osnovni namen
zdravljenja KVCB je prekinitev akutnega zagona bolezni in nato vzdrZzevanje mirovanja. Za
zdravljenje so trenutno na voljo derivati salicilne kisline, kortikosteroidi,  antibiotiki,
imunosupresivi ter v zadnjih dvajsetih letih tudi veliko Stevilo bioloSkih zdravil, predvsem
monoklonska protitelesa proti provnetnim citokinom. Najveckrat se uporablja infliximab
(Remicade®), ki v telesu sistemsko inhibira tumor nekrotizirajoci faktor alfa (TNFa). Nekajletna
sistemska uporaba bioloskih zdravil je razkrila tudi nekatere nezelene sistemske ucinke, ki so
posledica zmanjSane koncentracije TNFa in ostalih provnetnih citokinov, kar povzroca trikratno
povecano verjetnost razvoja oportunih infekcij (tuberkuloze) in nekaterih vrst raka.

V okviru doktorske naloge Zelimo pripraviti osnovo za alternativno metodo zdravljenja z
usmerjenim lokalnim delovanjem v lumnu Crevesja. Pripravili smo rekombinantne probioti¢ne
bakterije Lactococcus lactis, ki so sposobne vezave provnetnih citokinov 17 oziroma 23.

Na povrsini bakterij smo izrazili vezavne proteine;protein za vezavo provnetnega citokina 17
ter protein za vezavo provnetnega citokina 23. Vezavo rekombinantnih citokinov smo nato
potrdili z metodo ELISA.

Delo bomo nadaljevali s predklini€nimi Studijami ter pripravili osnovo za nadaljnji razvoj

alternativnega zdravila za zdravljenje KVCB, ki bo cenovno in terapevtsko ugodnejsi od
obstojecih nacinov.
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Samocistilnost tkanin na osnovi hanopreviek

Ale§ Zupandci¢
Gimnazija Novo mesto

Mentorji: Marija Ko€ar (Gimnazija Novo mesto), Bostjan Erjavec (Kemijski in&titut, Ljubljana) in Tatjana
Tiler (Kemijski in&titut, Ljubljana)

Zlato priznanje na drZzavnem tekmovanju mladih znanstvenikov 2013, kategorija Interdisciplinarna
podrocja - srednje sole

Cilj naSega raziskovalnega dela je bil razvoj tkanine s tak§nim nanosom razli¢nih nanodelcev,
ki bo omogodala najvi§jo mozno stopnjo samogistilnosti in bo okolju in ljudem prijazna. Zeleli
smo tudi, da bi bili nanosi posameznih nanodelcev na tkanini ¢im bolj homogeni ter da bi
prekrivali viakno v celoti. Tako ne bi prislo do nezelenih izpustov strupenih nanodelcev v okolje
oz. v Cloveka preko koze. Za raziskavo smo uporabili liocelna viakna, ki smo jih obdelali v
razli€nih suspenzijah nanodelcev. Preiskovali smo fotokatalizo nanodelcev TiOz, ZnO ter
Fe-Os. S pomodjo absorpcijskih spektrov smo dolocili optimalno razmerje med posameznimi
nanodelci za zagotavljanje kar najvi§je absorbance tudi v vidnem delu son€nega spektra.
pod elektronskim mikroskopom ter dolocili kakovost le-teh. Izvedli smo test samodistilnega
ucinka. Kot preiskovano snov za razgradnjo smo uporabili model organskega onesnazevalca
bisfenola A. Preverili smo, kolik§en del nanodelcev se sprosti v okolje pri stresanju dela tkanine
v vodi in ali so nanodelci, ki so se pri tem sprostili v vodo, strupeni za vodne organizme: vodne
bolhe Daphnia magna, morske bakterije Vibrio fischeri ter tropske ribe Danio rerio. Rezultati
kazejo na to, da lahko z uporabljeno metodo pripravimo ucinkovite nanose, ki so zelo
homogeni in prekrivajo vlakno v celoti. Po 2 urah obsvetljevanja tkanine s halogensko Zarnico
smo uspeli razgraditi 23 % bisfenola A, kar kaze na visoko fotokatalitsko lastnost tkanine. Pri
intenzivnem stresanju se zelo majhen del nanodelcev sprosti v vodo, pri ¢emer ti nanodelci
niso strupeni za nobenega izmed preiskovanih organizmov.

13



Kaj delajo alge na Kemiji?

Marko Dolinar
Katedra za biokemijo, Fakulteta za kemijo in kemijsko tehnologijo Univerze v Ljubljani

marko.dolinar@fkkt.uni-lj.si

Cianobakterije, ki jih nekateri $e vedno imenujejo modrozelene alge, niso alge, saj imajo celice
zgrajene zelo podobno kot bakterije. So enoceligarji, ki niso vedno enoceliéni. Zivijo od vode
in sonca in nam dajejo Kisik, ki ga dihamo. Ob tem ogljikov dioksid pretvarjajo v organsko snov
- sladkorje, lahko pa tudi Se kaj drugega, kar je za Cloveka morda Se bolj pomembno -
obnovljiva goriva, na primer olja, ali pa vodik. Alge so torej na Kemiji zato, ker so prave
kemijske tovarne. Ce jih razumemo, jih lahko spremenimo na tak nacin, da bodo proizvajale
snovi, ki jih Zelimo. V nasem primeru delajo vodik, vodik pa bo poganjal motorje.

Ko spreminjamo gensko zasnovo organizmov, pa ¢eprav so to bakterije, moramo poskrbeti,
da gensko spremenjeni organizmi ne zaidejo v okolje. Z njimi delamo v 'zaprtih sistemih’,
laboratorijih, v katerih $e posebej pazimo na to, da Zive celice ne morejo uiti. Ce pa bi
cianobakterije uporabljali v velikem merilu, v bazenih, ali v med seboj povezanih
fotobioreaktorjih, bi morali v celice vgraditi varnostne mehanizme, ki bi celice, ki bi zasle v
okolje, unicili. To pa ni enostavno. V nasi raziskovalni skupini poskuSamo z orodji sintezne
biologije pripraviti take cianobakterije, da bi se zunaj kontroliranega sistema za gojenje same
unicile. To lahko naredimo tako, da preuredimo gene, jih postavimo pod spremenjeno kontrolo
in morda v celice vstavimo nove gene iz sorodnih organizmov. S temi geni celica lahko
proizvede encime za razgradnjo lastne DNA.

Ce Zzelimo celice spremeniti tako, da se bodo same unigile, moramo razumeti, kako celica
umre. Zanimivo je, da bakterije vsebujejo nekatere encime, ki so podobni ¢loveskim encimom,
za katere vemo, da sodelujejo pri posebni, programirani celi¢ni smrti. A kaj ti encimi sploh
pocnejo pri bakterijah? To moramo Sele ugotoviti. Potem je tu vpraanje, ali se laboratorijske
cianobakterije sploh lahko krizajo s cianobakterijami v okolju. Vemo, da cianobakterije v
Sloveniji zivijo, predvsem v jezerih in morjih, vprasanje pa je, ali so dovolj sorodne, da bi lahko
prislo do izmenjave genetskega materiala med laboratorijskimi in naravnimi. Ko pogledate
enoceli¢ne cianobakterije pod mikroskopom, so tako majhne in podobnih oblik, da jih je med
seboj zelo tezko razlikovati. Zato poskuSamo razviti molekularna orodja, s katerimi bi lahko
razlikovali sorodne vrste med sabo. Pri tem uporabljamo podobne pristope kot forenziki v
ameridkih nadaljevankah.

Biokemiki analiziramo proteine in nukleinske Kisline, raziskujemo procese v Zivih celicah,
uporabljamo orodja genske tehnologije in sintezne biologije. Zanima nas, kako delujejo encimi,
kako se med seboj pogovarjajo celice, znamo pripraviti boljSa protitelesa kot jih naredi narava,
raziskujemo imunski odgovor in viogo razli¢nih molekul pri boleznih, ki jih Se ne znamo
pozdraviti. Cudimo se zapletenim potem prenosa kromosomskih fragmentov in naginom, ki so
jih organizmi razvili v boju proti virusnim okuzbam. Ni torej udno, da je zanimanje za Studij
biokemije veliko, Studij pa raznolik in ne ravno enostaven.

Biokemija in molekularna biologija sta zanimivi vedi s Stevilnimi podrocji. Alge, ki so na prvi
pogled domena biologov, so samo eno od moznih izhodiS¢ za vstop v svet odkrivanja skrivnosti
zivljenja na ravni molekul. Konec koncev so ¢udeZi narave v svoji osnovi preplet biokemijskih
reakcij.
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Bionanomateriali na osnovi polipeptidov

Dominik Jankovi€, Florijan JalSevac, Diana Fink
Srednja $ola Crnomel]

Mentorji: Margareta Savli (Srednja $ola Crnomelj), Andrej Cufer (Srednja $ola Crnomelj) in Helena
GradiSar (Kemijski in&titut, Ljubljana)

Srebrno priznanje na drZzavnem tekmovanju mladih znanstvenikov 2014, kategorija Interdisciplinarna
podrocja - srednje sole

Bionanomateriali so materiali, ki imajo vsaj eno dimenzijo manjSo od 100 nm in katerih gradniki
so bioloSke makromolekule, kot so nukleinske kisline in polipeptidi. Bionanostrukture pa imajo
vse dimenzije na nanometrski skali. V naSi raziskovalni nalogi smo se osredotoCili na
nacrtovanje in pridobivanje nanostrukture, oblike Stiristrane piramide. Piramida je bila
nacrtovana tako, da se tvori iz ene same polipeptidne verige PIR16, ki jo sestavlja Sestnajst
peptidnih segmentov, v toéno dolo€enem vrstnem redu med seboj povezanih s povezovalnim
segmentom. Aminokislinske sekvence teh peptidov so bile nacrtovane tako, da posamezen
peptid tvori ovito a-vijaénico samo s svojim parom. Na ta nacin je omogoceno zvitje
polipeptidne verige v piramidno strukturo, katere robovi predstavljajo ovite a-vijaCnice.
Rekombinantni polipeptid PIR16 smo pridobili v bakterijah in ga izolirali ter ocistili s pomocjo
afinitetne kromatografije. Z elektroforezo smo preverili, ali je polipeptid dovolj o€is¢en. Nato
smo izvedli postopek, ki omogo€a samosestavljanje polipeptida. Raztopino denaturiranega
polipeptida pri nizki koncentraciji smo dializirali, pri ¢emer se je iz raztopine odstranjeval
denaturant gvanidinijev hidroklorid. Tako so bili ustvarjeni pogoji za nastanek nacrtovane
nanostrukture. Nastale strukture smo karakterizirali, da bi pokazali, da smo resni¢no pridobili
nacértovano strukturo. Z merjenjem dinami¢nega sipanja svetlobe smo pokazali, da so nastale
strukture res nanodimenzij, velike okoli 12 nm. Z merjenjem cirkularnega dikroizma smo
preverili, da so nastale strukture a-vijacno zvite. Prav tako smo potrdili veliko temperaturno
stabilnost struktur. Tudi z mikroskopom na atomsko silo so bili vidni delci ustreznih velikosti.
Da gre nedvoumno za piramidne strukture, bi bilo potrebno pokazati Se s transmisijskim
elektronskim mikroskopom, Ki je bil zal v €asu opravljanja raziskovalne naloge Se v instalaciji.
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Moduli toksin-antitoksin

San Hadzi
Fakulteta za kemijo in kemijsko tehnologijo Univerze v Ljubljani in Vrije Universiteit Brussles

Mentor doktoranda: Jurij Lah

Moduli toksin-antitoksin so majhni bakterijski operoni, ki pomagajo bakterijam preZiveti v
neugodnih razmerah recimo pri pomanjkanju hranil ali prisotnosti antibiotikov. Takrat se toksin
sprosti iz proteinskega kompleksa toksin-antitoksin ter napade celi¢no tar€o — na primer DNA
girazo ali ribosom in na ta nacin spravi celico v stanje hibernacije.

Pri TA modulih je tudi zelo zanimiva avtoregulacija prepisovanja genov, saj je kljuéno pri
regulaciji molsko razmerje med toksinom in antitoksinom. Tukaj bi rad predstavil model
avtoregulacije enega izmed TA modulov HigBA2. Delovanje tega modula sem raziskoval z
biokemijskimi metodami, preko strukturne biologije in z raCunalni§kim modeliranjem. Modul je
bolj preprost od do sedaj opisanih modulov (CcdBA, RelBE), a kljub minimalistiéni zgradbi
omogoca kompleksno regulacijo. Na molekularni ravni bi pojasnil katere strukturne in
termodinamske znacilnosti omogoc&ajo tako regulacijo. Raziskavo sem opravljal tekom
doktorata, ki poteka na univerzi Vrije v Bruslju in na UL, FKKT.

16



Vrednotenje interakcij med (bioloskimi) makromolekulami z encimskoimunskimi testi

Karla Makoter, Spela Gubi¢, Sara Kreft
Gimnazija Franca MikloSi¢a Ljutomer

Mentorja: Marija Meznari¢ (Gimnazija Franca Miklo$i¢a Ljutomer) in Peter Molek (Fakulteta za
farmacijo, Univerza v Ljubljana)

Srebrno priznanje na drzavnem tekmovanju mladih znanstvenikov 2014, kategorija Biologija - srednje
Sole

Leptin je proteinski hormon, ki ga izlo€ajo mascobne celice in pomembno sodeluje pri
uravnavanju energijskega ravnovesja organizma. Poleg tega leptin vpliva tudi na ostale
fiziolo8ke procese, kot so: imunski odziv, vzdrZzevanje reproduktivnih funkcij, uravnavanje
plazemske koncentracije glukoze in arterijskega tlaka, angiogeneza in regeneracija tkiv.
PoviSana koncentracija leptina v krvi $kodljivo vpliva na nastop in potek nekaterih resnih
bolezni, kot so rakava obolenja, avtoimunske bolezni, ateroskleroza in sladkorna bolezen.
Zaradi tega raste zanimanje za razvoj zaviralcev delovanja leptina, ki bi glede na dosedanje
raziskave utegnili biti uporabni pri zdravljenju omenjenih bolezni. Nedavno so na Fakulteti za
farmacijo (Univerza v Ljubljani) izolirali in pripravili ve€ rekombinantnih enoveriznih fragmentov
variabilne regije protiteles (scFv), ki se vezejo na leptinski receptor in zato predstavljajo
potencialne antagoniste oz. zaviralce delovanja leptina, a jih je potrebno za uporabo v
terapeviske namene izdatno preizkusiti.

Se pred testiranjem z uporabo celiénih kultur in laboratorijskih Zivali je potrebno do potankosti
preuciti lastnosti fragmentov scFv na molekularnem nivoju. Zato smo se v okviru raziskovalne
naloge lotili podrobnejSega vrednotenja interakcij med izbranima rekombinantnima
fragmentoma scFv 3L5 in 3L18 ter njuno tarco, leptinskim receptorjem. V ta namen smo
opravili ve¢ prirejenih razli¢ic encimskoimunskih testov (ELISA) in pridobili veliko uporabnih
rezultatov za nadaljnje delo. Ugotovili smo, da se preiskovana fragmenta scFv specificno
vezeta na zunajceli¢no regijo ¢lovesSkega leptinskega receptorja, in sicer na vezavno mesto
receptorja ali na del v njegovi neposredni blizini, saj pri vezavi fragmenta tekmujeta z leptinom
v odvisnosti od njune koncentracije. Obenem smo s posebej prirejenima razliCicama
kompetitivnega testa ELISA uspeli dolociti vrednosti srednje inhibitorne koncentracije (IC50)
in ravnotezne disociacijske konstante (Kd), ustreznost uporabljenih metod pa smo potrdili z
ustreznimi kontrolnimi testi. Dolo€eni vrednosti IC50 znaSata 722 nM (scFv 3L5) in 1,24 uM
(scFv 3L18), vrednosti Kd pa 53,7 nM (scFv 3L5) in 98,3 nM (scFv 3L18), iz Cesar se vidi, da
je fragment 3L5 skoraj dvakrat moc¢nejsi vezalec in hkrati bolj u€inkovit inhibitor vezave leptina
na receptor.

Glede na poznane lastnosti terapevtskih protiteles na trziS€u menimo, da je jakost vezave
testiranih fragmentov scFv nekoliko prenizka za zadovoljivo u€inkovitost pri preizkuSanju na
zZivalskih modelih. Tak$ni testi bi bili zaradi potrebnih visokih odmerkov tudi eti€no vprasljivi.
Vseeno pa imata oba fragmenta raziskovalno in diagnosti¢no uporabnost. Za izboljSanje
terapevtske uporabnosti fragmentov scFv predlagamo njihovo spremembo s postopki
mutageneze in sledeCimi afinitetnimi selekcijami ter tvorbo celotnih molekul protiteles z
vgrajenimi variabilnimi domenami izbranih fragmentov scFv.
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Optimizacija priprave, strukturna in biokemijska karakterizacija testikana-2 ter iskanje
interakcijskih partnerjev v mozganih

Aljaz Gaber, Maja Kostanjevec, Miha Pavsi¢, Brigita Lenarcic¢
Katedra za biokemijo, Fakulteta za kemijo in kemijsko tehnologijo Univerze v Ljubljani

Testikan-2 je modularen, zunajceli¢ni proteoglikan, ki skupaj s testikanoma -1 in -3 sestavlja
druzino testikanov. Tridimenzionalna struktura testikanov Se ni poznana. Tudi njihova vloga v
organizmu, kljub nekaterim eksperimentalnim podatkom, Se ni popolnoma razumljena.

Sistem za izraZanje testikana-2 v insektnih celicah Sf9, ki ga je predhodno razvil dr. Miha
Pavsi¢, smo dodatno optimizirali tako, da je bil izplen glikozilirane oblike testikana-2 4,33
mg/l, kar je 23,7 % vec kot prej. Poleg tega smo pojasnili vpliv nekaterih parametrov, kot sta
¢as izrazanja, in koncentracija insektnih celic ob okuzbi na razmerje med cepljeno in
necepljeno obliko proteina po izolaciji ter optimizirali postopek za lo¢evanje med njima.
Dodatno smo poleg Ze pripravljenih zapisov za glikozilirano (Tst2g) in neglikozilirano obliko
(Tst2deq) pripravili tri nove, skrajSane oblike testikana-2: N-kon&no regijo testikana-2 (N-
regTst2), na C-koncu skrajSano obliko (Tst2-C) in na N- ter C-koncu skraj$ano obliko (Tst2-
NC).

S primerjavo spektrov cirkularnega dikroizma proteinov Tst2g in Tst2-C smo pokazali, da C-
konéna regija testikana-2 nima urejene strukture.

To delo je bilo predstavljeno v sklopu diplomske naloge Aljaza Gabra z naslovom
»QOptimizacija priprave in biokemijska ter strukturna karakterizacija testikana-2 v celi in
skraj$anih oblikah.«, ki je bila opravljena pod vodstvom prof. dr Brigite Lenarcic.

V nadaljevaniju je Studentka Maja Kostanjevec v sklopu svoje diplomske naloge s tehniko
pull-down iskala interakcijske partnerje testikana-2 v govejih mozganih. Rezultati kaZejo, da
testikan-2 interagira z a-1 in a-2 verigama kolagena |, kar je popolnoma nova ugotovitev. Nas
namen je to ugotovljeno interakcijo tudi dodatno okarakterizirati in pojasniti njen bioloSki
pomen.
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Vpliv pozitivno nabitih proteinov na internalizacijo eksogene DNK

Nejc Kejzar, Jan Gojznikar
l. gimnazija v Celju

Mentorici: Mojca Alif (I. gimnazija v Celju) in Mojca Bencina (Kemijski institut, Ljubljana)
Zlato priznanje na drZzavnem tekmovanju mladih znanstvenikov 2014, kategorija Kemija ali kemijska
tehnologija - srednje Sole

V raziskovalni nalogi nas je zanimal prenos krajSe enoverizne DNK v celico v prisotnosti
pozitivno nabitih proteinov. Kot osnovo smo vzeli oligonukleotid (ODN10104), oznacen s
fluorescenénim barvilom Cy3, in ga celoten eksperiment kombinirali z dvema pozitivho
nabitima proteinoma, poli-L- in poli-D-lizinom.

Proteina smo najprej lo¢eno ustrezno oznadili s fluorescenénim barvilom Cy5. Nezreagirano
barvilo Cy5 smo iz meSanice odstranili s pomocjo gelske kromatografije. Koncentracijo
izoliranih in o€iS€enih oznacenih proteinov smo dolocili z metodo BCA. Za eksperimente in situ
smo uporabili celi¢ne kulture HEK293, HEK293T in celi¢no linijo monocitov MonoMac 6.

V nadaljevanju smo spremljali vnos obeh polilizinov z oligonukleotidom, oznaenim s Cy5 ali
brez njega, v celice HEK in celi€no linijo monocitov MonoMac6. Pri tem smo uporabili
mikroskopske tehnike, preto¢no citometrijo in merjenje aktivacije Tollu podobnega receptorja
9 (TLR9) prirojene imunosti. Kolokalizacijo polilizinov z oligonukleotidi in receptorjem TLR9
smo spremljali z mikroskopom. Pri tem smo celi¢ne organele barvali s fluorescenénimi barvili
ali s fuzijskimi proteini, oznaenimi s fluorescirajo€imi proteini. Potrdili smo kolokalizacijo
polilizinov, oligonukleotida in TLR9 v endosomih in lizosomih.

Aktivacijo TLR9 z oligonukleotidi smo preverjali s celicami HEK, ki smo jim vnesli plazmide, z
zapisi za TLR9 in reporterske proteine. Pokazali smo, da dodatek poli-D-lizina ligandu
oligonukleotidu mo¢no zniza aktivacijo TLR9, medtem ko ima poli-L-lizin le slabsi inhibitorni
uc€inek na aktivacijo TLR9.

Hitrost vstopanja oligonukleotidov v celice HEK in monocite smo spremljali s preto¢no
citometrijo. Celicam HEK in monocitom smo dodali oznacena proteina poli-L- in poli-D-lizin
brez oligonukleotidov ali z oznagenimi oligonukleotidi in v ¢asovnih intervalih merili koli¢ino
oznacenih kemikalij v celicah. Pokazali smo, da polilizina v prisotnosti oligonukleotida vstopata
hitreje v monocite kot v celice HEK. Pokazali smo tudi, da oba proteina izboljSata vnos
oligonukleotidov v celico.

Dodatek pozitivno nabitih proteinov izboljSa ucinkovitost vstopanja enoverizne DNK v celico.
Ugotovili smo tudi, da poli-L- in poli-D-lizin vsaj deloma za&¢itita oligonukleotida pred
delovanjem deoksiribonukleaz v endosomih, vendar zavirata vezavo oligonukleotida na TLR9,
s ¢imer zmanjSata odziv celice.
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Dobrodosli v svetu toksinov

Tom Turk
Oddelek za biologijo, Biotehnidka fakulteta, Univerza v Ljubljani

Katedra za biokemijo je mati¢na katedra, katere Clani sodelujejo kot nosilci ali soizvajalci
Stevilnih biokemijskih in sorodnih predmetov v okviru prvostopenjskih in drugostopenjskih
programov Studija biologije, mikrobiologije in biotehnologije na BF, pa tudi na nekaterih drugih
programih, ki jih izvajata PF in FKKT. V nasem laboratoriju so diplomirali, magistrirali in
doktorirali Stevilni do-in podiplomski Studentje oziroma mladi raziskovalci. Raziskovalno delo
katedre za biokemijo Oddelka za biologijo na Biotehniski fakulteti UL je Ze od vsega zacetka
usmerjeno v preucevanje toksinov in ostalih bioloSko aktivnih snovi, pri Eemer so nas ve¢inoma
najbolj zanimali toksini iz morskih organizmov, v zadnjih letih pa smo se zaceli ozirati tudi po
drugih virih kot so glive in bakterije. Laboratorij je specializiran in opremljen predvsem za
izolacijo in dolo¢anje lastnosti proteinov ter za prou€evanje njihove interakcije z naravnimi in
umetnimi lipidnimi membranami. Biolosko aktivne spojine ve€inoma izoliramo iz morskih
nevretencarjev, pa tudi iz nekaterih uporabnih gliv. Ekvinatoksin Il je dolgoletni paradni konj
nasih raziskav. Je eden od S$tevilnih toksinov aktinoporinske druzine proteinov iz morskih
vetrnic. To so zelo mocni toksini z vrsto farmakoloskih u€inkov. V zadnjih letih poskusamo
razumeti interakcijo ekvinatoksina z membranami na molekularnem nivoju. Predvsem nas
zanima topologija membransko vezanega toksina, kateri deli toksina sodelujejo pri vezavi in
oligomerizaciji in kateri tvorijo membransko poro. Podobne raziskave opravijamo tudi z
ostreolizini, pripadniki druZine aegerolizinov, ki jih najdemo predvsem v glivah. V zadnjem ¢asu
preuCujemo tudi delovanje nekaterih sinteti¢nih snovi narajenih na osnovi izvorne naravne
spojine iz morske spuzve. PreuCujemo njihovo delovanje na rakaste celice zlasti na celice
nekaterih oblik pliju¢nega raka, ki izrazajo acetilholinske nikotinske receptorje. Ti imajo
pomembno viogo v preprecitvi apoptoze rakastih celic in posledi€no njihove proliferacije. V
okviru katedre za biokemijo deluje tudi infrastrukturni center UL za povrSinsko plazmonsko
resonanco (ang. Surface Plasmon Resonance, SPR), ki je namenjen osnovnim raziskavam
interakcije bioloskih makromolekul in razvoju analitskih metod za potrebe farmacije, Zivilske
industrije, biotehnologije in varstva okolja. S pomocjo SPR merimo interakcije bioloSkih
makromolekul, katerih relativna molekulska masa je veé&ja od 180. Se zlasti je ta metoda
uporabna za ugotavljanje interakcij med biolo§kimi makromolekulami ali celo med vecjimi delci.
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Proti¢nost topila ima velik vpliv na hitrost reakcije antioksidantov s prostimi radikali

Tjasa Prevc
Katedra za biokemijo in kemijo zivil, Oddelek za Zivilstvo, BiotehniSka fakulteta, Univerza v
Ljubljani

Mentor doktoranda Blaz Cigi¢
Somentor doktoranda: Natasa Segatin

Hitrost reakcije med prostimi radikali in antioksidanti je odvisna od kemijskega okolja, v
katerem reakcija poteka. Najvecji vpliv ima proti¢nost topila, ki narekuje mehanizem reakcije.
V aproti¢nih topilih hidroksilne skupine antioksidantov ostanejo neionizirane, zato med prostim
radikalom in —OH skupino antioksidanta poteka prenos vodikovega atoma (angl. hydrogen
atom transfer - HAT). V proti¢nih topilih kot so alkoholi ali vodne raztopine so hidroksilne
skupine delno ionizirane in v prisotnosti prostega radikala pote€e prenos elektrona (angl.
electron transfer — ET), ki je v primerjavi s HAT mehanizmom bistveno hitrejsi.

Reakcije med prostimi radikali, ki absorbirajo v vidnem delu spektra, in antioksidanti se
uporabljagjo za dolo¢evanje antioksidativnega potenciala (AOP), ki je merilo za
vsebnost/u€inkovitost antioksidantov v doloéenem matriksu. Na primeru rastlinskih olj smo
pokazali, da s povecanjem proti¢nosti topila pove€amo hitrost reakcije tudi za dva velikostna
razreda in posledi¢no dolo¢imo vecji AOP predvsem v oljih kot so oljéno, sezamovo in bu¢no,
ki poleg vitamina E vsebujejo tudi druge antioksidante.

V modelnih lipidnih sistemih in rastlinskih oljih smo testirali, ali dodatek nepolarnih baz
(heksilamin, triheksilamin) vpliva na potek peroksidacije mas€obnih kislin. Ugotovili smo, da
tako primarni kot terciarni amin Zze v milimolarnih koncentracijah drasti¢éno upocasnita tvorbo
hidroperoksidov in oksidacijo a in y-tokoferola (vitamin E). Amini so imeli vedji u€inek na olja
in modelne sisteme, ki so vsebovali y-tokoferol. Predvidevamo, da je zmanjSana hitrost
peroksidacije povezana z vecjo reaktivnostjo tokoferolov, saj smo v prisotnosti aminov dologili
vecje konstante reakcijske hitrosti z radikali.
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Vpliv antioksidantov na spremembe celic povrhnjice koZze po obsevanju z UV svetlobo

Matevz Stular, Pia Cerkovnik, Eva Natalija Novak Jevti¢
Gimnazija Poljane

Mentorici: Natasa Koprivnikar (Gimnazija Poljane) in Katarina Pegan (Institut Jozef Stefan, Ljubljana)
Srebrno priznanje na drzavnem tekmovanju mladih znanstvenikov 2014, kategorija Druga podrocja -
srednje sole

Znano je, da UV-svetloba poskoduije celice nase povrhnjice. Posledice so opekline razli¢nih
stopenj, lahko pa povzrocijo tudi nastanek koznega raka. Vecini krem dodajajo antioksidante,
saj naj bi le-ti pripomogli k za&¢iti pred UV-svetlobo. Antioksidanti so snovi, ki preprecujejo
oksidacijo substrata. Namen raziskovalne naloge je bilo ugotoviti, kako UV-svetloba vpliva na
keratinocite in kako antioksidanti vplivajo na celice po obsevanju. Za dosego tega cilja smo
uporabili celicno kulturo HaCaT celic nase povrhnjice. Celice smo tretirali z vitaminom C in E,
resveratrolom in N-acetil-L-cisteinom pred in po obsevanju. Pri negativni kontroli celic nismo
ne obsevali, niti jim nismo dodali antioksidantov. Pri pozitivni kontroli smo celice tretirali z
antioksidanti samo pred obsevanjem. Dokazali smo, da UV svetloba povzroci apoptozo celic.
Po 24 urah bistvene razlike med poskusom in pozitivho kontrolo nismo opazili, vsekakor pa je
bila razlika vidna med negativno kontrolo in celicami, ki so bile obsevane. Iz dobljenih
rezultatov ne moremo sklepati, da antioksidanti pripomorejo k zasc€iti celic naSe povrhnijice.
Zatorej smo bili hipotezo primorani ovredi.
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Nekroptoza — nova oblika celiche smrti
Nezka Kavci¢'2, Katarina Pegan', Peter Vandenabeele?, Vito Turk'? and Boris Turk'#
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Slovenija
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nezka.kavcic@ijs.si

V vecceli€nih organizmih je potrebno ohranjanje ravnovesja med nastajanjem novih celic in
celicno smrtjo. Poru$enje tega ravnovesja pomeni hudo bolezensko stanje, ki je lahko tudi
neozdravljivo. Poznamo razlicne oblike celicne smrti, ki se med seboj lo€ijo na podlagi
morfoloskih, biokemijskih, imunolo$kih znacilnosti ali posledic na delovanje organizma. Med
njimi sta najbolje raziskani apoptoza in nekroza. Apoptoza ni nakljucen, temvec je strogo
reguliran proces celi€nega samouni¢enja (samomora) in igra pomembno vliogo pri razvoju
organizma, odstranjevanju poskodovanih ali okuzenih celic, regulaciji in delovanju imunskega
sistema. Zapis zanjo nosi celica v genih. Okuzba z razli¢nimi patogeni, izpostavitev strupom,
ekstremnim temperaturam, reaktivnim kisikovim spojinam ali spontane rakaste mutacije pa
lahko sproZijo nekrozo — celi¢ni umor. V osnovi naj bi bila nekroza nekontroliran proces, pri
katerem pride do nabrekanja celic in posledi€énega popus€anja celi¢nih membran ter razlitja
celi¢ne vsebine, kar sprozi imunski odziv in s tem boleCe vnetje. V zadnjem €asu so bile
opisane tudi druge oblike celi€ne smrti. V okviru nasega projekta smo se tako osredoto€ili na
nekroptozo, ki je definirana kot programirana nekroti¢na celicna smrt, pri kateri imajo klju¢no
viogo RIP 1 in RIP 3 kinaze. Povezujejo jo z razvojem nekaterih bolezni, kot so rak,
avtoimunske in nevrodegenerativne bolezni ter razvojne motnje. Zato je raziskovanje
posameznih molekularnih komponent in njihove vloge v nekroptozi klju¢no za razvoj novih
zdravil.
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Razvoj metode za analizo aktivnosti oksidaz L-aminokislin v gelu in njena uporaba pri
analizi vzorcev gob

Gasper Zun
Gimnazija Kranj

Mentorica: Jerica Saboti¢ (Institut Jozef Stefan, Ljubljana)
Zlato priznanje na drZzavnem tekmovanju mladih znanstvenikov 2014, kategorija Biologija - srednje
Sole

Oksidaze L-aminokislin so encimi, ki pretvarjajo L-aminokisline v a-ketokisline, amonijak in
vodikov peroksid. Nahajajo se v rastlinah, Zuzelkah, ka¢jem strupu in glivah, kjer imajo funkcijo
obrambe organizma, vklju¢ene pa so tudi v metabolizem aminokislin.

Prisotnost oksidaz L-aminokislin lahko zaznamo posredno, saj hrenova peroksidaza pri svoji
kataliti¢ni aktivnosti na vodikovem peroksidu z o-fenilendiaminom povzro¢i nastanek barvnega
produkta, glede na intenziteto obarvanja pa lahko primerjamo tudi aktivnosti teh encimov v
razli¢nih vzorcih. V svoji raziskavi sem razvil in optimiral metodo za detekcijo L-aminokislin v
gelu in jo uporabil pri analizi ve¢ gobjih vzorcev. Pri tem sem primerjal aktivnosti oksidaz L-
aminokislin v gobah na razli¢nih substratih in dolocil njihove molekulske mase.

Ugotavljal sem tudi fungicidni in protibakterijski u€inek gobjih ekstraktov in ugotovil, da je
uCinek posledica predvsem encimov, saj predhodno toplotno obdelani vodni izvlecki niso
inhibirali rasti mikroorganizmov.

Oksidaze L-aminokislin so uporabne v medicini in biotehnologiji ter v razli¢nih panogah
industrije. Uporabljajo se Ze kot biosenzorji za zaznavanje L-aminokislin v prehrambnih
izdelkih, za beljenje v tekstilni in papirni industriji ter v zobnih pastah. Potencialne
biomedicinske aplikacije pa vkljuCujejo antibiotiCne in protivirusne ucinke ter zdravljenje
rakavih obolenj. V nalogi sem pokazal, da gobe predstavljajo nepoznan, a bogat vir oksidaz L-
aminokislin z razli¢énimi lastnostmi, ki se lahko uporabijo na omenjenih podrogjih.

Klju¢ne besede: oksidaze L-aminokislin, glive, L-aminokislina, hrenova peroksidaza, rastna
krivulja
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Genetika in farmakogenomika kompleksnih bolezni

Uro$ Poto¢nik
Center za humano genetiko in farmakogenomiko, Medicinska fakulteta, Univerza v Mariboru

Uros.potocnik@um.si

Je mar res »vse ze zapisano v nasih genih« kot trdijo komercialni ponudniki genetskega
testiranja in v isti sapi ponujajo osebno genetsko analizo s katero lahko izveste kak$ni so vasi
talenti, atletske predispozicije za Sportno kariero, inteligenéne zmoznosti in znacaj, kako se bo
va$ metabolizem odzival na dolo€eno hrano, kako prenasate alkohol, za katerimi boleznimi
boste zboleli in kako se odzivate na zdravila? V resnici drzi, da so nekatere ¢loveske lastnosti
(fenotipi) in bolezni izklju€no rezultat delovanja genov, najpogosteje celo enega samega gena,
in se zelo jasno dedujejo v druzini od starSev na potomce v skladu z Mendlovimi zakoni
dedovanja (dominantno, recesivno), zato jih imenujemo Mendlove oziroma monogenske
bolezni oziroma lastnosti. Genetsko testiranje za monogenske bolezni je ze ve¢ desetleti]
nepogresljivo v klini¢ni praksi pri postavitvi diagnoze, napovedi poteka bolezni in u¢inkovitem
zdravljenju. Zgodnje odkritie mutacije v genih popravljalnega mehanizma tako lahko celo
prepreci bolezen in reSuje Zivljenje, saj lahko npr. nosilcem mutacije za dedni ¢revesni rak
(sindrom HNPCC) pravoCasno odstranjujemo benigne novotvorbe Se preden se le te
preobrazijo v raka. Trenutno poznanih razli¢nih monogenskih €loveskih bolezni je ze vec kot
5000 vendar so na sreco redke, saj skupno prizadenejo samo nekaj vec kot 2% prebivalstva.
Odkritje CloveSkega genoma leta 2001 je omogocilo, da smo ugotovili gen za vecino
monogenskih bolezni in danes lahko z najnovejSo tehnologijo sekvenciranja naslednje
generacije (NGS) izvedemo testiranje za skoraj vse monogenske bolezni v enem
eksperimentu, saj tehnologija NGS omogoc¢a, da v enem samem eksperimentu analiziramo
celoten Cloveski dedni zapis. Vendar pa vecina Cloveskih bolezni in uvodoma navedenih
lastnosti spada med kompleksne fenotipe, ki so posledica delovanja ve€ genov (poligenski) in
dejavnikov okolja. Studije primerjave enojajénih in dvojajénih dvojékov nam dokazujejo, da ima
pri kompleksnih fenotipih dedni dejavnik vpliv v 40%-90%. Glede na majhne prispevke
posameznih dednih in okolijskih dejavnikov in njihovo medsebojno prepletenost se zdi iskanja
klju¢nih genov za kompleksne fenotipe kot iskanje igle v senu? V resnici je Sele tehnologija
mikromrez (bio€ipov) omogocila asociacijsko analizo v celotnem genomu, s pomocjo katere
lahko socasno primerjamo pogostost alelov DNA polimorfizmov posameznega nukleotida
(SNP) v velikem Stevilu bolnikov (primerov) in kontrolni skupini zdravih posameznikov. V nasih
raziskavah poskuSamo pojasniti dedni dejavnik za razlicne kompleksne bolezni in odziv na
zdravila. Bolniki z enako diagnozo se zelo razli€no odzivajo na zdravila, pri nekaterih zdravilo
deluje, pri drugih ne, pri nekaterih pa se zaradi zdravila pojavijo $e dodatni zapleti in cil]
farmakogenetskih Studij je izbira zdravila in doze prilagojene za vsakega posameznika glede
na njegov genski zapis. Nasa skupina je pred kratkim sodelovala v mednarodnem
znanstvenem konzorciju, kjer smo v raziskavi uporabili Immunochip za genotipizacijo ve¢ kot
200 000 razlicnih SNP pri ve€ kot 70 000 bolnikih s kroni¢no vnetno ¢revesno boleznijo
(KVCB) in kontrolni skupini zdravih posameznikov in izmed cca 23 000 &loveskih genov izluggili
163 taksnih, ki dokazano sodelujejo pri nastanku KVCB. Z bioinformatsko in silico funkcijsko
analizo teh genov in molekularno biolokih poti in mrez smo prisli do zanimive ugotovitve, da
je velik del genov, povezanih s KVCB, istih, kot jih nase celice in nase telo uporabljajo za odziv
na bakterije, predvsem patogene, kot je npr. druzina t.i. mikobakterij. Tako bi lahko Spekulirali,
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da so se v evoluciji CloveSkega genoma v naSem genetskem zapisu doloeni geni razvili ob
stiku oziroma okuzbi z mikroorganizmi in €e tega stika ne bi bilo, ne bi bilo napak v genih, ki
so povezane s tveganjem za KVCB. Vendar sta narava in evolucija zadeve tako uredili kot so
in nasa naloga je, da pojasnimo vzroke nastanka bolezni in odkrijemo molekularne tar¢e za
ucinkovito zdravljenje.

V sklopu predavanja bodo uvodoma predstavljene tudi moznosti raziskovanje in Studija
biomolekularnih znanosti na Univerzi v Mariboru.
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Luknjanje celic — preucevanje delovanja perforina

Omar Naneh', Davor Skofi¢-Maurer!, Alenka Buh', Franci Merzel!, Robert J. C. Gilbert?,
Gregor Anderluh'-?

'Kemijski institut, Ljubljana, Slovenija
2The Division of Structural Biology, Univerza v Oxfordu, Velika Britanija
3Biotehniska fakulteta, Univerza v Ljubljani, Slovenija

Vec kot tretjina celotnega ¢loveSkega genoma vsebuje zapise za proteine, ki se vezejo v ali
na membrane. V vsakem primeru pa je o vecini zelo malo znanega, saj jih je zaradi njihove
hidrofobne narave izjemno tezko pripraviti v €isti obliki in v visokih koncentracijah. Ker pa igrajo
edinstveno vlogo v celi¢ni biologiji, je poznavanje njihovih znacilnosti izjemno pomembno. Zato
obstaja ogromna potreba po razvoju metod za preuCevanje njihovih karakteristik tudi, ko
imamo na voljo le malo proteina.

Perforin (PFN) je citolitini protein, ki igra pomembno vlogo v imunskem sistemu cloveka, saj
je udelezen pri uniCevanju z virusi okuzenih ali tumorskih celic. Po strukturi in funkciji je
soroden nekaterim toksinom, ki jih mnoge bakterije sproS¢ajo ob invaziji v telo gostitelja. Ko
celice ubijalke sprostijo PFN v blizino tarCe, se veze na njihove membrane, oligomerizira in
tvori luknje v membrani - pore. Pri tem porusi integriteto membrane, kar pa vodi v smrt celice.
Mehanizem vezave na membrano in tvorba pore $e nista znana, prav tako pa ni v celoti jasna
njegova odvisnost delovanja od pH in kalcija.

Zaradi potreb po razvoju zdravljenja hudih motenj imunskega sistema, do katerih pride v
primeru mutacij zapisov za PFN, smo preucevali zaetne korake interakcije tega proteina z
membranami in ioni. Razvili smo sistem za produkcijo rekombinantne razli¢ice PFN v insektnih
celicah s pomocjo bakulovirusov. Preucili smo njegove interakcije z ioni, ter ugotovili, da nikel]
moc¢no inhibira hemoliticno aktivnost PFN. Z racunalniSkim modeliranjem smo ugotovili, da je
PFEN ob prvem stiku z membrano mo¢no nagnjen glede na ravnino membrane, kar smo potrdili
tudi s krioeletronsko mikroskopijo in rekonstitucijo posameznih delcev na modelnih
membranah - liposomih. Prav tako smo razvili sistem preuCevanja PFN in podobnih
membransko vezavnih proteinov z nanodiski, cilindri€nimi membranskimi kompleksi, s katerimi
lahko z elektronsko mikroskopijo in mikrotermoforezo opazujemo prve interakcije PFN s taréno
celico.

Raziskava prinasa Stevilo novih nacinov preu€evanja proteinov, ki se vezejo na membrane,

predvsem pa je pomembna za poznavanje karakteristk PFN, za imunski sistem
nezamenljivega proteina.
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Glikoliticni encim gama enolaza omogoca prezivetje rakavih celic v stresnih pogojih

Tja8a Vizin, Anja Pislar, Ib Jarle Christensen, Hans Jargen Nielsen, Pika MeSko Brguljan,
Janko Kos:
Fakulteta za farmacijo, Univerza v Ljubljani

Gama enolaza (poznana tudi kot nevronska specificha enolaza) se Ze dolgo uporablja kot
tumorski kazalec pri tumorjih nevrogenega in nevroendokrinega izvora, kot so drobnoceli¢ni
plju€ni rak in nevroblastom. Njena vloga pri raku Se ni raziskana, je pa kot glikoliticni encim
najverjetneje udelezena pri pospeseni aerobni glikolizi, ki omogo&a pospeseno proliferacijo
rakavih celic. Po drugi strani pa lahko gama enolaza deluje kot faktor preZivetja, ki rakavim
celicam omogocCa prezivetje v stresnih pogojih, kot so stradanje, hipoksija ter radio- in
kemoterapija. Natan¢en mehanizem delovanja gama enolaze pri prezivetju rakavih celic Se ni
poznan, so pa pri nevronskih celicah dokazali, da lahko gama enolaza aktivira celi¢ne signalne
poti, ki so pomembne za prezivetje. Ta ucinek izkazuje samo gama enolaza z intaktnim C-
koncem, cisteinska proteaza katepsin X pa odcepi dve aminokislini na C-konénem delu in tako
prepreci njeno delovanje.

V Klini¢ni praksi se kot tumorski kazalec uporablja celokupna gama enolaza, torej tako aktivna,
kot cepljena oblika. Predvidevamo, da lahko vrednosti necepljene oblike gama enolaze, to je
oblike, ki omogoc€a povecano prezivetje rakavih celic, dodatno prispevajo k oceni stanja
bolnikov in napovedi poteka bolezni.

Na razliénih rakavih celi¢nih linijah smo preverili, kako se spreminja izrazanje aktivne in
celokupne gama enolaze, ¢e so celice izpostavljene razli¢nim stresnim pogojem. Ugotovili
smo, da se izrazanje aktivne gama enolaze pri stresnih pogojih bistveno bolj poveca od
izrazanja celokupne gama enolaze. Inhibicija ali uti8anje izraZzanja katepsina X povzroci
dodatno povecanje izrazanja aktivne gama enolaze in posledi¢no prezivetje celic pri stresnih
pogojih.

Nasi rezultati kazejo, da ima gama enolaza, poleg glikoliti€ne aktivnosti, pomembno viogo kot

faktor prezivetja rakavih celic. Katepsin X, ki uravnava delovanje aktivne gama enolaze, pa bi
lahko predstavljal orodje za upoc€asnitev malignega procesa.
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Pogostost gena iss pri komenzalnih sevih bakterije Escherichia coli
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Bakterija Escherichia coli danes velja za enega najbolj raziskanih prokariontskih organizmov.
Zivi v debelem &revesju toplokrvnih Zivali in ljudi kot del normalne mikrobiote. Vegina sevov je
komenzalnih, kar pomeni, da organizem Zzivi z njimi v soZitju, in naCeloma ne povzrocajo
¢revesnih ali zunajérevesnih okuzb. Patogenost sevov je odvisna od prisotnosti z virulenco
povezanih genov- eden od teh genov je tudi gen za poviSano serumsko odpornost (increased
serum survival gene) ali gen iss. Produkt gena iss bakterijski celici olajSuje patogenezo in ji
zagotavlja ve€ moznosti za prezZivetje ob stiku z gostiteljevim imunskim sistemom.

V raziskovalni nalogi je bilo uporabljenih 90 izolatov E. coli, izoliranih iz blata zdravih ljudi, obeh
spolov in razliénih starosti, ki Sest mesecev pred odvzemom vzorca niso prejemali nobenih
antimikrobnih zdravil. Pogostnost gena iss med slovenskimi komenzalnimi sevi E. coli $e nikoli
ni bila raziskana, zato je bil to cilj raziskovalne naloge.

Seve sem najprej nacepila iz trajnikov hranjenih pri—80 °C na trdna goji$€a in jih nato naslednji
dan precepila v teko€a gojis¢a. |z prekonocne bakterijske kulture sem pripravila supernatante
celic (lizate) in uspesnost priprave lizata preverila z reakcijo ERIC-PCR in agarozno gelsko
elektroforezo. Na uspesno pripravljenih lizatih sem ponovila PCR za gen iss, z rezultati le-tega
pa po agarozni gelski elektroforezi dolo€ila pogostnost gena iss.

Pozitivnih za gen iss je bilo 8 od skupno 90 sevov, torej je pogostnost gena iss znasala 9%.
Po kon€anem prakticnem delu sem opravila tudi statisticno analizo z namenom ugotavljanja
znacilnih statisti¢nih povezav z izbranimi lastnosti sevov te zbirke. Ugotovila sem, da prisotnost
gena iss v bakterijski celici ni povezana z odpornostjo proti antibiotikoma ampicilinu in
tetraciklinu, obstajala pa je povezava s 6 drugimi geni, za katere je znano, da se nahajajo na
enakem tipu plazmidov kot gen iss.
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Vioga malih RNA (miRNA) pri odgovoru rastlin krompirja (Solanum tuberosum L.) na
okuzbo s krompirjevim virusom Y

Maja Kriznik, Matevz Rupar ,Spela Baebler, Kristina Gruden
Nacionalni inétitut za biologijo, Ljubljana

Krompir je ena izmed ekonomsko najbolj donosnih poljs¢in, ki ga napadajo Stevilni Skodljivci
in mnoge bakterije, glive in virusi. Med virusnimi okuzbami je gospodarsko najbolj pomembna
okuzba s krompirjevim virusom Y (PVY). Preu€evanje kompleksne interakcije med krompirjem
in PVY je predmet intenzivnih raziskav, saj je klju€no pri iskanju reditev za zasc¢ito rastlin in
vzgojo odpornih sort, ki prispevajo k ve¢jemu pridelku.

Znano je, da imajo pri odgovoru na okuzbo z virusi pomembno vlogo hormoni, predvsem
salicilna kislina, ki povzro€i kopi€enje inhibitorjev virusnega pomnoZzevanja in zavira raz8irjanje
virusa po rastlini. V zadnjem ¢asu so ugotovili, da imajo pomembno vliogo pri tem odgovoru
tudi male RNA (miRNA), vendar njihova vloga pri interakciji krompir - PVY, 8e ni bila raziskana,
zato smo Zeleli preuciti ali okuzba z virusom vpliva na izrazanje le-teh. Na podlagi poznavanja
nukleotidnih zaporedij miRNA in razvoja metode verizne reakcije s polimerazo v realnem €asu
je v danasnjem ¢asu mogoca tudi analiza izrazanja miRNA. Pri raziskovalnem delu smo
uporabili dva genotipa krompirja Désirée in transformante NahG-Désirée, ki niso sposobne
akumulirati salicilne kisline. 1zrazanje miRNA se je po okuzbi z virusom spremenilo in situacija
je bila drugac¢na pri Désirée kot pri NahG-Désirée. S tem smo potrdili, da je regulacija na nivoju
miRNA moc¢no povezana tudi s hormonsko regulacijo.

K boljSemu razumevanju odgovora krompirja na okuzbo s PVY prispeva tudi poznavanje
Sirjenja in pomnozevanja virusa v rastlini. Pri raziskovalnem delu smo preucevali Sirjenje in
pomnozevanje PVY iz skupine N pri dveh genotipih krompirja. Opazovali smo pojav
bolezenskih znamenj, uporabili metodo verizne reakcije s polimerazo v realnem ¢&asu in
spremljali Sirjenje virusa z dodanim fluorescenénim reporterjem (GFP). Potrdili smo, da ima
salicilna kislina pomembno vlogo tudi pri Sirjenju in pomnozZevanju manj agresivnega izolata
virusa PVY. Pri NahG rastlinah smo namre¢ opazili mo¢nejSa bolezenska znamenja in hitrejSe
irjenje ter pomnoZevanije virusa.
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Nano-protitelesa in iskanje oznacevalcev maticnih celic raka

Radovan Komel
Medicinski center za molekularno biologijo, Medicinska fakulteta, Univerza v Ljubljani

Nastanek in razvoj raka je zelo zapleten in dolgotrajen proces, ki se odvija preko Stevilnih
stopenj in zajema vpletenost notranjih dejavnikov organizma kot tudi zunanjih, okoljskih
dejavnikov. Vedno bolj se uveljavlja spoznanje, da so za zaetek bolezni in za njeno trdozivost
odgovorne tako imenovane mati¢ne celice raka, ki v organizmu ostajajo tudi po odstranitvi
tumorja, se samoobnavljajo in so odporne na zdravila proti raku (kemoterapija) kot tudi na
obsevanja (radioterapija), kar je tudi razlog, da se bolezen ponovi po navidezno uspesnem
zdravljenju. Za natancno diagnostiko, spremljanje poteka bolezni in njenega zdravljenja kot
tudi za nacrtovanje novih oblik zdravljenja je izredno pomembno prepoznati razlike med
normalnimi celicami in celicami raka. IS¢emo tako imenovane bioloSke oznacevalce raka, ki so
najveckrat proteinske molekule, navzo€e v notranjosti rakaste celice (proteini citoplazme,
celitnega jedra) ali na njeni povrSini (membranski celi¢ni proteini). V ta namen se v naSem
laboratoriju, na Medicinskem centru za molekularno biologijo Medicinske fakultete v Ljubljani,
posluzujemo protiteles, ki naj bi specificno prepoznavala kriticne proteine na povrsini celic, ki
so pri raku v primerjavi z normalnimi celicami preiskovanega tkiva navzoci v prevelikih koliinah
ali pa so spremenjeni zaradi mutacij. Specificna protitelesa pridobivamo tako, da s celicami
raka oz. izvlecki njihovih proteinov imuniziramo poskusno zival, iz limfocitov njene krvi nato
pridobimo sporocilno RNA (mRNA), ki nosi zapis za protitelesa, ki ga je izzval imunski odgovor
zivali, in v nadaljevanju s postopki molekulske biologije izdelamo knjiznico rekombinantnih
protiteles, ki so odraz imunskega odgovora proti tujim, v Zival vneSenim proteinom. S temi
protitelesi nato v vzorcih tkiv raka (tumorjih) oz. izvleCkih njihovih proteinov (proteom) z
imunoafinitetno vezavo i§€emo specificne proteine, ki naj bi bili oznacevalci raka. Pri naSem
delu uporabljamo tako imenovana nano-protitelesa, ki jih pridobimo z imunizacijo kamel ali
lam. Omenjene Zivali imajo namre¢ dvojen, vzporeden imunskih odziv: poleg obi€ajnih
protiteles, ki so sestavljena iz dveh tezkih in dveh lahkih verig, v imunskem odgovoru
proizvajajo tudi tezkoverizna protitelesa, sestavljena samo iz dveh tezkih verig. Iz njih s
postopki genske tehnologije lahko pridobimo hipervariabilne domene, ki jih imenujemo »nano-
protitelesa«, saj so zelo majhne (2,5 nm v premeru, 5 nm v dolzini). Odlikuje jih izredna
specificnost do antigenov (v nasem primeru proteinom raka) in velike zmoznost vezave
antigena, kot tudi »robustnost« - odpornost proti ekstremnim razmeram (pH, visoka
temperatura). Zato so tudi zelo primerna za eksperimentalne potrebe, pa seveda tudi za
izdelavo novi diagnosti¢nih orodij in terapeviskih postopkov. Na primeru glioblastoma,
usodnega mozganskega tumorja, bomo prikazali postopek iskanja specifinih
biooznacevalcev raka kot tudi poskuse terapevtskega ciljanja teh proteinov z nano-protitelesi.
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Presnovne bolezni in skeletna miSica

Sergej Pirkmajer, Tomaz Mars, Zoran Grubic:
InStitut za patolosko fiziologijo, Medicinska fakulteta, Univerza v Ljubljani

Uvod

Za sodobno druzbo je znacilen izrazit porast presnovnih bolezni, kot sta debelost in sladkorna
bolezen. V Sloveniji ima na primer preveliko telesno maso kar 60 % odraslih, Stevilo sladkornih
bolnikov pa je ocenjeno na 140.000. K poveevanju pogostosti presnovnih bolezni poleg
neustrezne prehrane pomembno prispeva tudi pomanjkanje gibanja in z njim povezane motnje
v delovanju skeletne miSice.

Skeletna miSica kot presnovni in endokrini organ

Skeletna miSica zavzema 40 % telesne mase in je najvecji organ v ¢loveskem telesu. Temeljna
lastnost skeletne miSice je kréenje, kar omogoca vse vrste gibanja vkljuéno z dihanjem in
vzdrzevanjem telesne drze. Skeletna miSica pa je tudi zelo pomemben presnovni in endokrini
organ, ki vpliva na presnovno homeostazo celotnega telesa. Ker je skeletha miSica zelo
prilagodljiva, se hitro odziva na zmanj$anje ali povecanje telesne aktivnosti. Pomanjkanje
gibanja se tako pokaze z upadom misi¢ne mase in okrnjeno presnovno funkcijo, kar prispeva
k nastanku razli¢nih presnovnih motenj. Nasprotno pa redno gibanje vodi v strukturne in
funkcijske prilagoditve, ki izboljSujejo delovanje skeletne miSice. Takdne prilagoditve ugodno
vplivajo tudi na presnovne procese v drugih organih. Dodatno k temu prispeva tudi endokrino
delovanje skeletne miSice. Med gibanjem se namre€ iz miSice v kri spros¢ajo obves¢evalne
molekule, ki delujejo kot hormoni in usmerjajo presnovne procese v razli¢nih organih. Ceprav
so mnogi molekularni vidiki e neraziskani, lahko povzamemo, da z gibanjem spodbujene
spremembe v skeletni miSici pomembne za ohranjanje presnovnega zdravja.

Pomen skeletne miSice v sodobni biomedicini

Da je za ohranjanje zdravja potrebno gibanje, je ze pred 2400 leti opozarjal znameniti
starogrski zdravnik Hipokrat. Kljub velikemu znanstvenemu napredku pa Se vedno ni povsem
jasno, zakaj in kako gibanje vpliva na zdravje. Iskanje odgovora na to vpra$anje ni zgolj
akademskega pomena. Razkrivanje molekularnih mehanizmov, prek katerih gibanje krepi
zdravje, bi namre¢ lahko omogocilo razvoj novih oblik zdravljenja presnovnih bolezni.
Raziskovanje delovanja skeletne miSice je zato eno od prioritetnih podrocij sodobne
biomedicine. Na predavanju bomo predstavili raziskave na skeletni miSici, s katerimi se Ze
vrsto let ukvarjamo na PatofizioloSkem institutu Medicinske fakultete.
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Presnova in ravnovesje holesterola pri misih s pogojno izbitim genom Cyp51 v jetrih
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Horvat*® in Damjana Rozman'’
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Holesterol je nujno potreben za normalno delovanje vseh sesalskih celic. Poleg tega, da
predstavlja enega klju¢nih gradnikov celicnih membran, je udeleZzen tudi v drugih, za
organizem zelo pomembnih procesih kot npr. pri sintezi zol€nih kislih in steroidnih hormonov.
Koncentracije holesterola morajo biti v telesu natanéno uravnavane, saj na eni strani zvisane
koncentracije lahko vodijo v sréno Zilna obolenja, na drugi strani pa pomanjkanje holesterola
kot posledica mutacij v genih za njegovo sintezo povzrodi razli¢ne zelo hude sindrome pri
ljudeh. V sklopu nasih raziskav smo Zeleli pojasniti viogo jeter, glavnega organa ravnovesja in
presnove holesterola, pri teh obolenjih, pa tudi SirSe. V ta namen smo s pomocjo genskih
tehnologij v misji genom vnesli dve posebni t. i. JoxP nukleotidni zaporediji, s katerima smo iz
vsake strani oznacili enega izmed genov iz sinteze holesterola, Cyp51. Podobno smo misim
vstavili tudi bakterijski gen za encim Cre rekombinazo, ki ta loxP zaporedja prepozna (samo v
jetrin) in izreze celotno nukleotidno zaporedje vmes (torej gen Cyp571). Tako smo pridobili
zivalski model, pri katerem smo lahko raziskovali posledice prekinjene sinteze holesterola v
jetrin v Zivem organizmu. Ugotovili smo, da takSne miSi poCasneje rastejo in imajo pove€ana
jetra v primerjavi s kontrolnimi miSmi, ki imajo funkcionalen gen Cyp51 v jetrih. Mikroskopski
pregled jetrnih rezin je nadalje pokazal, da pri misih z izbitim Cyp51 pride do poskusa obnovitve
jeter s t. i. »jetrnimi ovalni celicami« in posledi¢no fibroze. S tehnologijo DNA mikromreZz smo
ugotovili tudi, da se na ravni izrazanja vseh genov v jetrih samice na izbitje odzivajo bistveno
drugace od samcev. Z gensko tehnologijo tkivno-specificnega izbitja gena Cyp57 smo tako
dobili vpogled v funkcionalno vlogo holesterola in njegovo sinteze v jetrih in Zivalski model za
raziskovanje molekularnih vzrokov razli¢nih jetrnih obolenj pri Eloveku.
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Primerjava komponent strupov modrasa in navadnega gada za izbiro ustrezne
imunoterapije

Mojca Griznik, Julija Herman in Nika Kaplja
Gimnazija Tolmin

Mentorja: Magdalena Kunc (Gimnazija Tolmin) in Igor Krizaj (Institut Jozef Stefan, Ljubljana)
Zlato priznanje na drZzavnem tekmovanju mladih znanstvenikov 2014, kategorija Kemija ali kemijska
tehnologija - srednje Sole

V okviru raziskovalne naloge smo primerjale komponente strupov modrasa in navadnega gada
za izbiro ustrezne imunoterapije. Za imunoloSko navzkriznost smo testirale antiserum, ki se
uporablja za obe zastrupitvi, je pa originalno usmerjen proti surovemu modrasovemu strupu.
Z enodimenzionalno elektroforezo smo primerjali fibrinogenolizno aktivnost strupov, z
dvodimenzionalno elekiroforezo pa smo detektirali njune glavne toksi¢ne in netoksi¢ne
komponente. S pomocjo direktne in indirektne stimulacije na migji hemidiafragmi smo
ugotavljali nevro in miotoksi¢ne ucinke strupov, izvedli pa smo tudi masno spektrofotoskopijo
in s pomocjo dobljenih absorbanc izracunali koncentracije proteinov v obeh strupih. Rezultati
so pokazali, da je vsebnost proteinov v obeh strupih okoli 80%, glavne toksi¢ne komponente
pa so v obeh primerih predvsem metaloproteaze, ki imajo hemoragic¢no delovanje. Pri strupu
modrasa smo uspeli potrditi tudi nevrotoksi¢no u€inkovanje, strup navadnega gada pa nas je
presenetil z na novo odkrito moéno miotoksi¢no aktivnostjo, ki jo sedaj nadaljnje preucuje IJS.
Protistrup je pri strupu navadnega gada ucinkovit za zdravljenje hemoragi¢nih simptomov
zastrupitve, se pa poraja vprasSanje ustreznosti pri zdravljenju preostalih simptomov, ki jih
povzro¢ajo komponente, drugacne od tistih v modrasovem strupu.
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Fosfolipaze, lipidne kapljice in prezivetje celic raka dojke

Petra Malavasic¢, Anja Pucer, Vesna Brglez, Igor Krizaj, JoZze Pungercar in Toni Petan
Odsek za molekularne in biomedicinske znanosti, Institut JoZef Stefan, Ljubljana.

Rakave celice v primerjavi z zdravimi hitreje prevzemajo hranilne snovi iz krvnega obtoka in
jih bolj u€inkovito presnavljajo. To jim omogoca hitrejSo rast in delitev, obenem pa postanejo
odpornejSe na pomanjkanje hrane in razli€ne stresne situacije, kar bistveno olajSa njihovo
razSirjanje po telesu. Razumevanje mehanizmov, ki omogoc€ajo rakavim celicam tako
ucinkovito presnovo bi pospesilo razvoj novih zdravil, ki bi lahko zavrle njihovo rast. Sekretorne
fosfolipaze A2 (sPLA2) so encimi, ki se izlo€ajo iz razli¢nih celic in preko razgradnje celicnih
membran sodelujejo pri Stevilnih procesih v telesu, njihova vioga pri raku pa Se ni pojasnjena.
Ugotovili smo, da se encimi sPLA2 veZejo na celice raka dojke in razgrajujejo njihove
membrane, pri cemer se spro$cajo mascobne kisline, ki jih rakave celice prevzamejo in
skladiscijo v svoji notranjosti v obliki mad€obnih t.i. lipidnih kapljic. UskladiS€éene mascobne
kisline se po potrebi spros€ajo iz kapljic in se nato razgrajujejo v mitohondrijih, pri ¢emer
nastaja energija, nujna za prezivetje celic tudi tekom zelo dolgega stradanja. Pri tem smo
ugotovili, da farmakoloSka ucinkovina etomoksir, ki zavira razgradnjo mascobnih kislin v
celicah in je potencialno zdravilo za diabetes in sréne bolezni, popolnoma prepreci tudi vse
uCinke sPLA2 na celice raka dojke. Pokazali smo tudi, da sPLA2 pri delovanju na celice v
pogojih pomanjkanja hranil aktivira z AMP aktivirano protein kinazo (AMPK), enega od klju¢nih
senzorjev energijskega stresa v celici, ki pospesi presnovne poti, klju€ne za prezivetje celic.

Nasi rezultati torej kazejo, da delovanje sPLA2 na membrane celic raka dojke omogoca
nastanek hitro dostopnih energetskih zalog v obliki lipidnih kapljic, ki jih celice po potrebi
uporabijo bodisi za rast, ko imajo dovolj hranil, ali za prezivetje, tekom vecdnevnega
pomanjkanja hranil. Pomembna je ugotovitev, da zaviralci razgradnje masc€obnih kislin
preprecijo izkorid€anje lipidnih kapljic za rast in preZivetje rakavih celic, kar kaze na moznost
uporabe teh spojin pri zdravljenju raka.

35



Virus induced gene silencing (VIGS) — ali kako potrdimo sodelovanje genov pri
odgovoru rastline na biotski stres.

Alexandra Bogozalec, David Dobnik, Ziva Ramsak, Kristina Gruden;
Nacionalni inétitut za biologijo, Ljubljana

Po ocenah iz leta 2010 poznamo med 300.000 in 315.000 rastlinskih vrst. Med njimi so za nas
izrednega pomena predvsem poljS€ine, ki kljub razlicnim kulinariénim posebnostim, Sirom
sveta ostajajo konstantne. Tako je na Cetrtem mestu takoj za koruzo, pSenico in rizem kot ena
najpomembnejsih poljs€in uvrd€en krompir. Iz tega vidika je klju¢no, da poznamo &im vec€
genov vklju€enih v obrambo krompirja tako proti biotskim kot proti abiotskim dejavnikom.

S pomocjo tehnik, ki nam jih omogo€a molekularna biologija do danes Se vedno nimamo
popolnega genoma krompirja, saj poznamo vec¢ kot 4000 razlicnih kultivarjev, z razli¢nimi
stopnjami izrazanja genov ali pa celo z razli€nimi geni. To nam po eni strani oteZuje delo, po
drugi strani pa nam daje odli¢no priloZznost, da s krizanjem razli¢nih kultivarjev pridobimo nove,
proti Skodljivcem in vremenskim razmeram bolj odporne rastline, seveda samo v kolikor
poznamo gene, ki sodelujejo v odgovoru rastline na stres. V naSem laboratoriju tako
poskuSamo sestaviti kompleksno sliko povezovanja razli€nih celi¢nih komponent po napadu
Skodljivca in tako dobiti poglobljen pregled imunskega odziva rastline. Eni izmed klju¢nih
akterjev v tem procesu so tudi transkripcijski faktorji druzine NAC, ki so vklju€eni v signalizacijo
jasmonske kisline in etilena ter salicilne kisline. Namen naSega dela je utiSati izraZzanje
reprezentativnih genov druzine NAC z metodo VIGS (Virus induced gene silencing, slo.
utiSanje genov s pomocjo virusnih delcev) in s tem potrditi njihov vpliv na boj proti patogenom.
V metodo VIGS so vklju¢ene, molekularno bioloSke, bioinformatske, celi€no bioloske in
mikrobioloske tehnike vse od PCR, inokulacije rastlin z virusnim pripravkom do fluorescencne
mikroskopije.

Na podlagi podatkov iz literature smo se osredoto€ili na 44 genov druzine NAC v krompirju, za
katere se je v predhodnih raziskavah izkazalo, da so vklju¢eni v odgovor na biotski stres. S
pomocjo bioinformatskih analiz ter s pomocjo podatkov mikromrez pripravljenih na naSem
institutu pa smo izbor zozili na 2 gena; SINAC024 in SINACO072. Na$ projekt je trenutno Se v
fazi raziskav, ne glede na to ali bodo rezultati raziskave pozitivni ali negativni pa bomo z njimi
pridobili dodaten vpogled v funkcijo transkripcijskih faktorjev NAC in s tem v imunski odgovor
rastline.
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Sistematska povezava med biokemijo, genetiko in molekularno biologijo kot del
znanosti o zZivljenju

Spela Stangler Herode?
Laboratorij za medicinsko genetiko, Univerzitetni klini€ni center Maribor

Zivljenje je pojav, ki se izraza s sposobnostjo presnavljanja, rasti in razmnoZevanja. Vsak si
zasluzi Ziveti zdravo zivljenje. V danasnjem ¢asu je to, zaradi stresa in prekomerne
obremenjenosti z delom, zelo teZzka naloga. Neravnovesje in pomanjkanje harmonije med
telesom in umom pa pogosto vodi v bolezen.

Raziskave s podrocja znanosti o zZivljenju imajo predvsem pomen za razumevanje procesov v
organizmih, za razumevanje bolezni, za diagnostiko, terapijo, identifikacijo,... Osnova vseh je
biokemija, veda o sestavi in procesih v Zivih bitjih. K hitremu razvoju biokemije so v 20. stoletju
pripomogle specificne biokemijske tehnike, ki so omogocile odkritje in podrobno analizo
Stevilnih molekul in metaboli¢nih poti v celici. Odkritja biokemije se dandanes uporabljajo na
Stevilnih podrogjih od genetike do molekularne biologije in od poljedelstva do medicine.

Kot raziskovalka na podro€ju molekularne genetike se pri vsakodnevnem delu pogosto
sreCujem s vprasanjem: , Kak§en pomen ima dolo¢en gen za normalno delovanje organizma
in kaj se zgodi, ¢e gre kaj narobe?“ Odgovor najpogosteje najdem s pomocjo sistematske
povezave med biokemijo, genetiko in molekularno biologijo. Biokemija proucuje kemijske
substance Zzivljenjskih procesov zivih organizmov. Genetika pa je podrocje, ki proucuje
dedovanje, lastnosti genov in DNA. Medtem ko je molekularna biologija podro¢je prou¢evanja
biomolekul. Kljub temu da so vsa tri podrocja zelo natan¢no dolo€ena in sistematizirana, nikoli
ni bila postavljena popolnoma jasna meja med temi podrocji, vsebino in tehnikami. Opazam,
da se predvsem tehnike, znacilne za raziskave na podrocju biokemije, povezujejo s tehnikami
in idejami iz genetike in molekularne biologije.

Dober raziskovalec mora pri svojem delu velikokrat zapustiti meje poznanega in si nenehno
pridobivati izkuSnje in znanja. Pri tem si je najlazje pomagati s pomocjo sistematske povezave
med razli¢nimi znanstvenimi vedami. Na podrocju znanosti o Zivljenju je $e kako dobrodosla
sistematska povezava med biokemijo, genetiko in molekularno biologijo.

37



Analiza izrazanja eritropoetinskega receptorja

Tine Proli¢ KalinSek, GaSper Razinger, Natasa Debeljak
InStitut za biokemijo, Medicinska fakulteta Univerze v Ljubljani

Eritropoetinski receptor (EpoR) je eden izmed prognosti¢nih faktorjev pri raku. Aktivacija
receptorja sprozi signalne poti, ki so udelezene v procesih rasti, proliferacije in zas€ite celic
pred apoptozo. V klini€ni onkologiji se rekombinantni humani eritropoetin (rHUEPO) uporablja
za zdravljenje anemij, ki se razvijejo kot posledica kemo- in radioterapije ter infiltracije
tumorskih celic v kostni mozeg. Od leta 2008 je uporaba rHUEPO v onkologiji omejena, saj so
raziskave ugotovile, da je visoka raven izrazanja EpoR povezana s slabsim odzivom na kemo-
in hormonsko terapijo.

Z namenom razjashitve mehanizmov delovanja EpoR pri raku, je Nina Trost v okviru doktorske
naloge z metodo stabilnega kloniranja pripravila dve modelni celi¢ni liniji raka dojke T47D in
MCF7 s pove&anim izrazanjem EpoR (T47DEP°R+ in MCF7EP°R+). Namen najinega dela je bil
raziskovati uspesSnost vnosa gena (kloniranja) in analizirati nivo izrazanja EpoR v ve¢ klonih
omenjenih modelnih celi¢nih linij T47DE°R+ in MCF75P°R+, Normalne in spremenjene celi¢ne
linije (T47D, T47DE°R+ MCF7 in MCF7E°R+) sva gojila po protokolih, ki sva jih dobila na
internetni strani www.atcc.org. Da sva lahko delala v celicnem laboratorij z gensko
spremenjenimi organizmi (GSO), sva se morala udeleZiti izobraZzevanja o ravnanju z GSO.
Celi¢ni laboratorij deluje na principu sterilnosti, tako da sva se naucila tudi dela v sterilnih
pogojih. Tekom najinega dela sva spoznala tudi nepredvidljivost gojenja celic, saj nekateri kloni
celiéne linije T47D po odmrznitvi zaradi neznanega razloga niso hoteli rasti. Te klone nisva
vklju€ila v najino nalogo. Normalne celi¢ne linije in klone sva razrasla do ustrezne
konfluentnosti (95%) in lizirala z namenom izolacije proteinov. Koncentracijo proteinov v lizatih
sva dolocila s pomocjo obarvanja vseh proteinov in meritve absorbance. Z metodo analize
proteinov po westernu in uporabe specifiCnih protiteles proti EpoR sva preverila prisotnost,
koli¢ino in velikost proteina EpoR. Povecano izrazanje EpoR sva potrdila s primerjavo koli¢ine
proteina med normalno in spremenjeno celi¢no linijo (primerjava T47D in T47DEPR+ ter MCF7
in MCF7ErPoR+),
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Omrezje uravnavanja transkripcije signalizacijskih komponent v interakciji med
krompirjem in krompirjevim virusom Y
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Krompirjev virus YNTN (PVYNTN), ki ga uvr§€amo med krompirjeve viruse Y (PVY), povzro¢a
nekroze na povrsini krompirjevih gomoljev. Bolezen imenujemo obro¢kasta nekroza gomoljev
krompirja, zaradi katere so gomolji neuporabni za prodajo in tako zmanjSuje kakovost in
koli€ino pridelka. Letni pridelek krompirja znasa 365 milijonov ton, kar ga uvr§¢a med prve Stiri
najpomembnejSe poljs€¢ine v prehrani ljudi, takoj za koruzo, rizem in pSenico. Zaradi
pomanjkanja obdelovalnih povrSin in rasti svetovnega prebivalstva bo potrebno povecati
donose na obstojecih kmetijskih povrSinah.

Rastlinski hormoni so klju&ne signalne molekule, ki uravnavajo rast, razvoj, razmnozevanje in
obrambo rastlin. Trije najpomembnejSi hormoni, ki sodelujejo v rastlinskem imunskem
odgovoru in predstavljajo ogrodje obrambnega signalizacijskega omrezja, so salicilna kislina
(SA), jasmonska kislina (JA) in etilen (ET). Vloga SA, JA in ET kot klju€nih primarnih signalov
pri lokalnem in sistemskem odzivu je dobro poznana, medtem ko je mehanizem delovanja teh
molekul slabSe poznan. Namen dela je nadgraditi razumevanje vioge SA, JA in ET v
rastlinskem imunskem odgovoru s poudarkom na analizi promotorjev izbranih genov, ki
sodelujejo v obrambni signalizaciji.

Z namenom razumeti transkripcijsko omrezje signalizacijskih komponent v krompirju po okuzbi
s PVY smo analizirali promotorje nekaterih genov. Izbrani geni so ACC oksidaza (ACO), ki
uravnava sintezo etilena, in transkripcijski faktor ERF iz etilenske signalne poti, zadnji produkt
signalizacijske poti jasmonske kisline PCPI in transkripcijski faktor MYC2, ki uravnava
izrazanje PCPI, iz signalizacijske poti salicilne kisline pa sta bila izbrana protein PR1 in
transkripcijski faktor TGA.

Promotorska zaporedja, ki smo jih pomnozili iz razli¢nih sort krompirja, smo po sekvenciranju
primerjali z znanimi zaporedji modelnega organizma in analizirali z orodjema TRANSFAC in
PlantCARE. Rezultati so pokazali razlike v zaporedjih promotorjev razli¢nih sort krompirja,
poleg tega pa tudi razlike v zaporedjih promotorjev znotraj enega kultivarja za posamezen gen.
Z uporabo TRANSFAC in PlantCARE smo dolocili mesta vezave transkripcijskih faktorjev in
ugotovili razlike v sposobnosti promotorjev za vezavo transkripcijskih faktorjev znotraj enega
kultivarja in med razli€nimi kultivarji.
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Autophagy is an evolutionary conserved pathway present in all eukaryotes and is defined as
lysosome- and/or vacuole-dependent mechanism of degradation of intracellular constituents.
It is a highly regulated process, which involves autophagy-related (Atg) proteins.

Recent studies have shown a variety of physiological roles of autophagy in intracellular
clearance, development, antigen representation, and elimination of invading pathogens.
Dysfunction of autophagic pathway is tightly associated with a number of human diseases,
including cancer, myopathies and neurodegeneration. During autophagy cysteine proteinase
Atg4 cleaves off the C-terminus of the Atg8 protein, exposing a glycine residue, which is
subsequently lipidated and inserted into the phagophore membrane. Lipidated Atg8 protein,
together with other Atg proteins, enables sequestration of the cargo into an organelle called
autophagosome. Finally, autophagosome fuses with a lysosome into an autolysosome, where
cargo is degraded and recycled back to the cytosol.

Autophagy plays a crucial role in survival of unicellular eukaryotes. It has mainly been studied
in S. cerevisiae but it was also observed in many other species, e.g. trichomonads,
kinetoplastid parasites and amoebes, where autophagy is correlated with organism
differentiation, which enables the successful colonization of the host. The parasite
Trypanosoma cruzi causes Chagas disease, a chronic debilitating condition prevalent
predominantly in Latin America. It contains a fully functional autophagic system, which is
essential for differentiation of the parasite. The importance of the differentiation for efficient
infection of the host was also confirmed. Therefore, inhibition of autophagy in T. cruzi
represents an opportunity to prevent human infection and/or pathogenesis of Chagas disease.
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Opredelitev zgradbe in delovanja mutanta listeriolizina O
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Listeriolizin O (LLO) je najbolj pomemben virulenéni dejavnik bakterije Listeria
monocytogenes. UvrS§€amo ga v druzino proteinov od holesterola odvisnih citolizinov (ang.
cholesterol dependent cytolysins), ki v membranah tarénih celic tvorijo transmembranske pore.
Bakteriji omogoca pobeg iz fagolizosoma in razsirjanje preko drugih celic.

V Laboratoriju za molekularno biologijo in nanobiotehnologijo smo pripravili €isto obliko
mutanta listeriolizina O in divjega tipa. Z naprednimi molekularno bioloSkimi, biokemijskimi in
biofizikalnimi metodami smo preucevali in primerjali delovanje, tvorbo por in pH odvisno
delovanje mutanta listeriolizina O in diviega tipa. Z merjenjem cirkularnega dikroizma,
triptofanskega spektra, diferenéne dinamicne fluorimetrije, dinamiCnega sipanja svetlobe,
hemoliticne aktivnosti, preucevanjem agregacije proteinov, analizo gelske kromatografije,
testom vezave proteinov na eritrocite in multilamelarne vezikle, analizo vezave in aktivacije
proteinov na membrani s povrSinsko plazmonsko resonanco, spremljanjem permeabilizacije
veziklov celi¢ne velikosti pod konfokalnim mikroskopom in kristalizacijo, smo prisli do zanimivih
odkritij. Rezultati nastetih metod, ki jih bomo predstavili, namre¢ kazejo na zelo specificno
delovanje mutanta listeriolizina O v primerjavi z divjim tipom. Delovanje mutanta namrec¢ lahko
z nadzorovanjem pogojev uravnavamo.

Vsa nova odkritja delovanja tega mutanta so vec kot le karakterizacija proteina, saj bi ga bilo,

zaradi njegovih posebnih lastnosti in moznosti nadziranja, mozno aplicirati na podrocju
medicine, farmacije in v Stevilnih industrijskih procesih.
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Dolga leta je bila osrednja paradigma celi¢ne biologije, da je za obstoj in razmnoZzevanje celic
potreben linearen tok informacije od DNA preko RNA do proteinov, ki naj bi bili odgovorni za
vecino bioloskih funkcij. Danes vemo, da so za popolno delovanje celice oziroma organizma
pomembni tudi lipidi in sladkorji (ogljikovi hidrati), eprav ti niso neposredni produkti dednega
zapisa. Glikobiologija se ukvarja s slednjimi, torej z ogljikovimi hidrati, natanéneje z njihovo
biosintezo, strukturo in viogo, poleg tega pa tudi s proteini lektini, ki specificno in reverzibilno
vezejo ogljikove hidrate. Za razliko od ostalih makromolekul, kot so DNA, RNA ali proteini, ki
SO Vv osnhovi enoverizne nerazvejane strukture, tvorijo ogljikovi hidrati kompleksne razvejane
strukture. Vse to jim omogoca osnovna struktura monosaharida s Stevilnimi hidroksilnimi
funkcionalnimi skupinami. Glikom ali sklop vseh samostojnih in konjugiranih (z lipidi in proteini)
ogljikohidratnih struktur je tako neprimerno vecji od proteoma Pri proteinih je pripetje
ogljikovega hidrata najpogostejSa modifikacija, ki vpliva na njihovo stabilnost, metabolizem,
strukturo in aktivnost. Konjugati se pretezno nahajajo na celi¢ni povrsini, kjer tvorijo gost sloj
na povrsini celice imenovan sladkorni plas¢, ali v zunajcelicnem matriksu, kjer so udelezeni pri
interakcijah celice z ostalimi celicami, tkivi, molekulami ter tujimi organizmi.

Proteini, ki so sposobni ob vezavi prevesti strukturo kompleksnih ogljikovih hidratov v bioloski
odgovor, so lektini. Vezava lektina na ogljikove hidrate je reverzibilna, kar pomeni, da jih lektini
pri tem ne modificirajo. Lektine najdemo v najrazli¢nejsih strukturnih oblikah v zivem svetu,
kjer sodelujejo pri raznovrstnih celiénih procesih. Cloveski lektini imajo pomembno viogo pri
rakavih obolenjih, kjer so ogljikohidratne strukture znacilno spremenjene, zato je spremenjen
tudi bioloSki odziv povzro€en z vezavo lektinov na te strukture. Nadalje so ogljikovi hidrati in
lektini odgovorni za vstop virusov, bakterij ali parazitov v ¢lovesko telo in s tem povezanimi
tezavami, ki jih ti organizmi lahko povzroCijo — gripa, HIV, sepsa, gangrena, glistavost in
podobno. Pri naSem delu spoznavamo in prou¢ujemo lektine iz gob, ki so drugacni od lektinov
iz drugih organizmov.

Gobji lektini so zelo obstojni in raznoliki proteini ter imajo lahko toksi¢ne ali netoksi¢ne ucinke
na razlicne organizme, kar lahko s pridom izkori§€amo pri uporabi teh lektinov v zdravstvene
in diagnosti€ne namene, za ciljano dostavo zdravil ter za raziskovanje osnovnih molekularnih
mehanizmov povezanih z informacijo skrito v strukturi ogljikovih hidratov.
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Proteaze so dolgo Casa veljale kot encimi ki pretezno nespecificno razgrajujejo proteine.
Vendar se je ta pogled v zadnjem &asu bistveno spremenil in tako proteaze danes veljajo za
izredno pomembne signalne molekule, ki so vkljuéene v Stevilne Zivljenjsko pomembne
procese, kot homeostaza, imunski odziv, DNA replikacija, celi¢ni cikel, razmnozevanje,
diferenciacija in migracija celic, morfogeneza in preoblikovanije tkiv, celjenje ran, angiogeneza
in apoptoza. Pomembno mesto med njimi imajo tudi cisteinski katepsini, skupina proteaz, ki
se obi¢ajno nahaja v kislih veziklih (endosomi, lizosomi) v notranjosti celice, kjer ima klju¢no
vlogo pri intracelularni razgradnji proteinov, avtofagiji in procesiranju antigenov pri
pridoblijenem imunskem odzivu. Pri Stevilnih boleznih, predvsem tistih povezanih z vnetji, pa
se izrazanje katepsinov mo&no poveca, pri Cemer pride do njihovega intenzivnega izlo€anja v
izvenceli¢ni postor. Ti katepsini potem delujejo destruktivno na okolico, pri ¢emer je najbol]
znana njihova vloga pri razgradnji proteinov izvencelicnega matriksa. Prav kljuéna vloga
katepsina K pri razgradnji kolagena je pripeljala do razvoja zdravil za osteoporozo, ki so v
zaklju€nih fazah klinicnih testiranj. Kljub Stevilnim raziskavam in ugotovljenim vzro¢nim
povezavam z boleznimi kot so rak, ateroskleroza in artritis, pa so signalne poti, ki jih sprozijo
katepsini v glavnem Se zelo slabo poznane. V okviru predavanja bodo predstavljeni rezultati
zadnjih raziskav iskanja fizioloSkih substratov katepsinov ter potencial katepsinov pri
neinvazivnem diagnosticnem snemaniju pri boleznih ter ciljani dostavi zdravil.
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Klijuéno za preZivetje bakterij, ki se soocijo s stresnimi razmerami okolja je, da ohranijo
funkcionalno in strukturno integriteto genomske DNA. Na poskodbe DNA se bakterije odzovejo
s prepisom genov, katerih produkti omogocijo popravilo. Ta odziv (t.i. odziv SOS) nadzirata
protein LexA, represor prepisa genov SOS, in protein RecA, induktor odziva. Protein RecA
zazna in se veze na posSkodovane odseke DNA ter tako aktiviran interagira z LexA, sproZi
njegovo samo inaktivacijo. Slednje vodi v popravilo poSkodovane DNA, a tudi nastanek
odpornosti proti antibiotikom, horizontalen prenos genov ter pri mnogih patogenih tudi sintezo
mocnih toksinov (npr. kolera, 8iga). Z inhibicijo interakcije RecA-LexA bi zmanjSali hitrost
prilagoditve bakterij na nekatere klinicno uporabljene antibiotike in oslabili virulenco
patogenov. Z EPR in to¢kovno mutagenezo smo dokazali konformacijske spremembe v LexA
in opisali obliko represorja vezanega na DNA. S SPR smo pokazali, da represor vezan na DNA
ne interagira z RecA. Z uporabo mutageneze in preCnega povezovanja proteinov LexA in RecA
sklopljenega z MS smo izdelali natanen in validiran model kompleksa LexA-RecA, ki lahko
sluZi za izdelavo inhibitorjev odziva. Poleg lastnosti klju€nih interakcij med molekulami sistema
SOS, LexA-DNA in LexA-RecA, smo opisali tudi molekularni mehanizem odziva SOS s katerim
bakterije uravnavajo sintezo bakteriocinov, kolicinov. Sinteza slednjih je skrbno uravnavana
saj vodi v propad producentske celice.
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Uravnavanje encimske aktivnosti preko alostericnih mehanizmov, t.j. vezave regulatornih
molekul na mesta, ki so oddaljena od aktivhega mesta, je pomemben mehanizem v naravi,
uveljavlja pa se tudi kot obetaven pristop k zdravljenju razli€nih bolezni. Pri proteoliti¢nih
encimih iz druzine papainu podobnih cisteinskih proteaz je taka oblika regulacije dolgo ostala
neraziskana. Cisteinski katepsini, kot to druZino imenujemo pri Zivalih, so najbolj znani kot
lizosomske proteaze in so optimalno aktivni v kislem okolju, najdemo pa jih lahko tudi v drugih
celi¢nih razdelkih, npr. v jedru, ter izven celic. Najbolje raziskan nacin uravnavanja aktivnosti
teh encimov je vezava inhibitorjev neposredno v aktivno mesto. Mi smo v svojih raziskavah
okarakterizirali prve alosteri€ne regulatorje teh encimov, nasa dosedaniji rezultati pa kazejo,
da so v tej druzini razviti kompleksni alostericni mehanizmi, ki omogoc€ajo natan¢no
uravnavanje njihovega delovanja.

Kot modelni encim smo izbrali katepsin K, ki je zaradi svoje sposobnosti razgrajevanja
kolagenov klju¢na proteaza v presnovi kosti in v zadnjih letih velja za eno izmed obetavnejsih
tar¢ za zdravljenje osteoporoze. Kot prvi primer naravnih alosteri¢nih regulatorjev smo s
kombinacijo lastnih eksperimentalnih podatkov in prej znanih dejstev okarakterizirali nekatere
glikozaminoglikane, negativnho nabite polimere, ki so pogosta komponenta zunajceli¢nega
prostora in delujejo tako, da poviSajo aktivnost katepsina K. Ugotovili smo tudi, da lahko znan
zunajceli¢ni Saperon klasterin veze katepsin K tako, da ostane aktivno mesto encima prosto in
s tem poveca njegovo sicer nizko stabilnost pri nevtralnem pH zunajcelicnega okolja brez
neposrednega vpliva na encimsko aktivnost.

V poglavithem delu naSih raziskav smo identificirali prve majhne molekule, ki uravnavajo
aktivnost katepsina K preko vezave izven aktivnega mesta. V ta namen smo uporabili
kombinacijo raCunalniskih metod, s katerimi smo najprej napovedali lokacije potencialnih
alosteri¢nih mest na molekuli, nato pa na ta mesta umestili ve¢ knjiznic kemijskih spojin. Odkrili
smo okoli petnajst spojin, ki vplivajo na aktivnost katepsina K, od katerih smo jih do sedaj
okarakterizirali devet. NajobetavnejSo spojino NSC13345 smo okarakterizirali tudi s
strukturnega vidika in ugotovili, da se dejansko veze na racunalnisko napovedano alosteri¢no
mesto. Ta spojina ima edinstven profil aktivnosti in kaze dober potencial za razvoj zdravil na
njeni osnovi.
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