ODSEK ZA BIOTEHNOLOGIJO
B-3

Na Odseku za biotehnologijo =z uporabo modernih biotehnoloskih metod preucujemo molekule
mikrobioloskega, glivnega, rastlinskega in Zivalskega izvora. Zelimo jih uporabili v diagnosticne
in terapeviske namene v humani in veterinarski medicini za za$cito rastlin, pripravo kakovostne
in varne hrane ter za varovanje okolja ter prispevali k izboljsanju zdravja ljudi in okolja, v katerem
Zivimo. Nase raziskovalno delo je Se posebej usmerjeno v preucevanje procesov pri napredovanja
raka in imunskem odzivu, nevrodegenerativnih procesov, mehanizmov delovanja gljiv, odgovoru
rastlin na stres in iskanju novih biotehnoloskih nacinov in produkiov.

Tudi v letu 2015 smo preucevali strukturo in delovanje razliénih encimov, inhibitorjev in lektinov gobjega
izvora. Glede na strukturno podobnost smo preucili medsebojne interakcije inhibitorjev in lektinov ter med prvimi
dokazali, da so te interakcije pomemben nagin molekulskega prepoznavanja in da lahko potekajo tudi v fizioloskih
razmerah. V sodelovanju z raziskovalci Nacionalnega instituta za biologijo smo objavili rezultate o insekticidnem
ucinku klitocipina, inhibitorja cisteinskih proteaz iz gobe meglenke, na licinke koloradskega hrosca. Podobno Vodja:
kot smo predhodno pokazali za makrocipine, inhibitorje cisteinskih proteaz iz orjaskega deznika (Macrolepiota prof. dr. Janko Kos
procera), tudi klitocipin inhibira prebavne cisteinske proteaze, intestaine, pri cemer ne sproZi prilagoditvenega
odziva v prebavilih licink. S tem smo potrdili, da so gobe obetajoc vir biopesticidov.

Nadaljevali smo raziskave gobjega encima L-aminooksidaze (LAO) iz zelene musnice (dmanita phailoides) in
gobe Clilocybe geotropa. Oba encima, ApLAO in CgLAO, izkazujeta citotoksi¢no delovanje na humane limfocitne
celice Jurkat in aktivirata apoptozo celic preko aktivacije kaspaznih poti. Ugotovili smo, da pri tem prevladuje
intrinzi¢na pot sprozanja apoptoze, ti rezultati pa so lahko pomembni pri
uporabi LAO kot protitumorskih zdravil.

Na podrocju glikobiologije smo v letu 2015 nadaljevali raziskave
ucinkov lektinov iz gob na razliéne celicne linije s poudarkom na imunskih
celicah in zaceli razvoj lektinov kot orodja za ciljano dostavo. Pripravili smo
razliéne fuzijske proteine, ki so vsebovali lektine in inhibitorje cisteinskih
proteaz. Ugotovili smo, da lektin MpL, izoliran iz gobe otjaski deznik (Macrolepiota procera),
hitro prehaja v tar¢ne limfocite s pomocjo od klatrina odvisne poti endocitoze. V celici se lahko
usmeri v Golgijev sistem ali pa v lizosome. Fuzijski protein, ki je vseboval MpL in cistatin C, ki
je mocan inhibitor cisteinskih proteaz, je hitro presel v tarcne tumorske celice in se usmeril v
lizosome, kjer je cistatin C zavrl razgradnjo zunajcelicnega matriksa in s tem mocno zmanjsal
invazivnost tumorskih celic. Podoben lektin CNL, izoliran iz gobe poprhnjena livka (Clifocybe
nebularis), pa je izkazoval popolnoma drugacen ucinek. 7 vezavo na dolocene membranske
CD-oznacevalce na limfocitih je sproZil apoptozo teh celic. Rezultati potrjujejo veliko uporabnost
lektinov bodisi pri direktnem protitumorskem delovanju ali pa kot dostavnih sistemov za vnos
drugih protitumorskih ucinkovin.

Na podrodju vloge proteoliznih encimov pri regulaciji citotoksi¢nega delovanja imunskih
celic smo v letu 2015 v reviji Oncotarget objavili rezultate o direktni povezavi med aktivnostmi
cistatina F, katepsina C in grancima B in citotoksicnostjo naravnih celic ubijalk (NK-celice).
S pripravo razli¢nih mutant cistatina F smo pokazali, da je monomerna oblika cistatina F,
ki je cepliena na N koncu in ki je polno glikozilirana, klju¢na za regulacijo citotoksicnosti. V
nadaljevanju smo preucevali prispevek drugih celic, predvsem tumorskih, ki izlocajo cistatin F,
na delovanje NK-celic in na zmanjsano citotoksicnost, ki jo s tem sproZijo. Podoben mehanizem
ugotavljamo tudi pri delovanju citotoksi¢nih limfocitov T, ki ob stiku s tumorskimi celicami
prav tako izgubijo citotoksicnost. V raziskovalno delo smo uvedli nove metode dolocanja
citotoksinosti zuporabo kalceina in panov nacin dolocanja kolokalizacij in interakcij proteinov ik 1: Rdeca musnica (Amanita muscaria), vir
v celicah z uporabo ligacijskega preizkusa blizine (PLA, proximity ligation assay). S slednjim  razlicnih potencialnih protitumorskih ucinkovin
smo potrdili interakcije cistatina F, katepsina C in grancima Bv NK-celicah
incitotoksicnih limfocith T. _ Cistatin F regulira delovanje naravnih celic

Napodrodju nevrodegenerativnih bolezni frontotemporalne demence i jalk (NK-celice).

(FTD) in amiotroficne lateralne skleroze (ALS) smo v letu 2015 objavili pet

Clan odseka prof. dr. Borut Strukelj je prejel
Zoisovo nagrado za izjemne znanstvene
dosezke.
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Lektini gobjega izvora kazejo veliko uporabnost
v protitumorski terapiji.
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Slika 2: Shema vezave nefosforiliranega (a) in fosforilaranega (b)
Cterminalnega konca proteina FUS s transporterskim proteinom
INPO1 ter mogoce strukture CCCCGG-ponovitve DNA: -motiv (¢) in dve
obliki protoniranih lasnic (d in e).

Mutacija v heksanukleotidni ponovitvi GGGGCC
v genu C9orf72, ki pripelje do velike razsiritve
te heksanukleotidne ponovitve, je eden glavnih
genetskih vzrokov frontotemporalne demence in
amiotroficne lateralne skleroze.
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Slika 3: Vizualizacija misi ob razlicnih casovnih tockah po aplikaciji
5.0 x10" celic L. lactis z izrazenim IRFP713 z uporabo transiluminacije
in fluorescentne tomografije (a) ali epifluorescence (b) in ex vivo
vizualizacija izoliranih crevesij (¢ ). Barvna skala oznacuje radiantno
ucinkovitost ali celoten izkoristek fluorescence.

Potrdili smo primernost fluorescenéne
tomografije za prostorsko lokalizacijo bakterij v
misih.

Objavili smo pregledni ¢lanek v reviji Trends in
Biotechnology.

znanstvenih del, v katerih smo porocali o atipi¢nih strukturah DNA, ki jih
tvori heksanukleotidna ponovitev GGGGCC v genu C9orf72. Mutacija, ki
pripelje do velike razgiritve te heksanukleotidne ponovitve, je med glavnimi
genetskimi vzroki ALS in FTD. Ugotovili smo, da GGGGCC-ponovitve tvorijo
posebne sekundarne strukture, imenovane G-kvadrupleksi (Neurobiology
ofAgeing), nasprotnaveriga CCCCGG palahko tvori i-motive in protonirane
lasnice (Scientific Reports). Posebna zanimivost pri tej raziskavi je, da
pri mesanju komplementarnih verig s ponovitvami DNA ne pride do
pricakovane dvojne vijacnice, ampak da verigi tvorita enoverizni strukturi
G-kvadrupleksov ali i-motivov. Pokazali smo tudi moZnost fosforilacije
C-terminalnega tirozina pri proteinu FUS, kar lahko vpliva na nastanek
FUS-odvisne FID (Journal of Cell Science), in pojasnili vpliv pomanjkanja
proteina TDP-43 na celi¢ni proteom (Neuroscience) ter predstavili pregled
mutacij pri ALS-bolnikih v Sloveniji (Neurobiology of Ageing).

Na podrodju raziskav mlecnokislinskih bakterij smo v bakterijah
Lactococcus lactis, Lactobacillus plantarum in Escherichia coli izrazili
infrardeci fluorescentni protein IRFP713. Omenjeni protein ima absorpcijski
in ekscitacijski maksimum v infrarde¢em obmodju svetlobe, za katero je
znacilna bolj$a penetracija v tkivo v primerjavi z vidno svetlobo. To nam
je omogocilo spremljanje bakterij v Zivih misih s fluorescenco. Ugotovili
smo, da se asi prehoda crevesja med bakterijami znatno ne razlikujejo.
Vse bakterije so presle skozi Zelodec in tanko ¢revo v prvi uri po peroralni
aplikaciji, medtem ko so se v slepem in debelem ¢revesu zadrzale od 6 do 8
ur. Prostorsko lokalizacijo bakterij smo potrdili s fluorescenco izoliranega
Crevesja in s kultiviranjem izolirane Crevesne vsebine. Potrdili smo tudi
primernost fluorescencne tomografije za prostorsko lokalizacijo bakterij v
misih. Vmle¢nokislinskih bakterijah smo izrazili tudi fluorescentni protein
IRFP682, ki je omogocil hkratno iz vivo spremljanje dveh vrst bakterij.
S tem smo postavili temelje za /7 vivo vizualizacijo mle¢nokislinskih
in komenzalnih bakterij ter potrdili primernost metode za pridobitev
informacije o ¢asovni in prostorski porazdelitvi bakterij v prebavnem
traktu, kar je osnova za nadaljnje terapevtske raziskave probiotikov.

Objavili smo tudi pregledni ¢lanek z naslovom “Non-immunoglobulin
scaffolds: a focus on their targets”, v katerem smo pripravili pregled 20
razlicnih tipov vezavnih proteinov, ki jih je mogoce randomizirati in ki
ne izhajajo iz molekule imunoglobulina. V ¢lanku smo se osredinili na
pregled vec kot 100 proteinov, ki so nam rabili kot tarce in proti katerim
so bili razviti vezavni proteini. Pregledni clanek smo objavili v eni izmed
najboljsih revij na podrocju biotehnologije, Zrends in Biotechnology, =
dejavnikom vpliva 11,9.

Raziskovalni rezultati clanov Odseka za biotehnologijo so bili v letu
2015 objavljeni v 25 clankih v revijah z dejavnikom vpliva. Vletu 2015 smo
vloZili dve patentni prijavi in dobili podeljen domacdi patent. Pri ARRS smo
pridobili raziskovalni in podoktorski projekt. Clan odseka prof. dr. Borut
Strukelj je v letu 2015 prejel Zoisovo nagrado za vrhunske znanstvene
dosezke. Mladi raziskovalec Simon Zurga je bil prejemnik FEBS-$tipendije,
mladi raziskovalki Ana Bajc Cesnik in Simona Darovic pa Stipendijo Ad
Futura za izpopolnjevanje v tujini. Simon Zurga je prejel tudi dekanovo
nagrado za raziskovalni doseZek na Fakulteti za farmacijo UL. Rezultati
Studije o celiénem signaliziranju katepsina X pri raku (Kos, J., Vizin, T,,
Pecar - Fonovic, U, PiSlar, A., Seminars in Cancer Biology) so bili izbrani
in predstavljeni kot izjemni znanstveni dosezek ARRS. Vodja odseka prof. dr.
Janko Kos je bil izvoljen v Evropsko akademijo znanosti in umetnosti. Clani
odseka so soorganizirali tudi ve¢ znanstvenih sre¢anj (CITIM 2015, FEBS3+)
in so bili zelo aktivni tudi na pedagoskem podrodju, saj so sodelovali kot
predavatelji ali mentorji diplomantom, magistrandom in doktorandom na
univerzah v Sloveniji in tujini.
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Najpomembneje objave v preteklem letu

1. Skrlec, Katja, Strukelj, Borut, Berlec, Ales. Non-immunoglobulin scaffolds: a focus on their
targets. Trends in biotechnology, ISSN 0167-7799. [Print ed. |, 33 (2015) 7, 408-418, IF 11,9
2. Pislar, Anja, Perisi¢, Milica, Kos, Janko. Lysosomal cysteine peptidases - molecules signaling
tumor cell death and survival. Seminars in cancer biology, ISSN 1044-579X, 35 (2015),

168-179,1F 9,3

3. Magister, Spela, Tseng, Han-Ching, Bui, Vickie T., Kos, Janko, Jewett, Anahid. Regulation
of split anergy in natural killer cells by inhibition of cathepsins G and H and cystatin F.

Oncotarget, ISSN 1949-2553, 6 (2015) 26, 22310-22327, IF 6,4

Patent

1. JanaErjavec, Tanja Dreo, Jerica Sabotic, JoZe Brzin, Janko Kos, Maja Ravnikar, Kompozicija
in metoda za zascito rastlin, S124489 (A), Urad RS za intelektualno lastnino, 30. 4. 2015

Organizacija konferenc, kongresov in srecanj

0Odsek za biotehnologijo

cistatin F - katepsin C

Slika 4. Kolokalizacija katepsina C in cistatina I'v
celicah TALL-104 z ligacijskim preizkusom bliZine

1. Delovno srecanje sodelavcev raziskovalnega programa “Farmacevtska biotehnologija: znanje za zdravje”,
Odscka za biotehnologijo Instituta »JoZef Stefan« in Katedre za farmacevtsko biologijo Fakultete za farmacijo

Univerze v Ljubljani, Ljubljana, 19. 11. 2015

Nagrade in priznanja

1. Borut Strukelj: Zoisova nagrada 2015 za vrhunske dosezke pri sodobnem trajnostnem razvoju farmacevtske

biotehnologije v Republiki Sloveniji, PortoroZ, Vlada Republike Slovenije

2. Simon Zurga: Dekanova nagrada 2015 za ¢lanek “Biokemijske lastnosti lektina iz gobe orjaski deznik
(Macrolepiota procera) in njegov vpliv na modelno ogorcico Caenorhabditis elegans”, objavljen v reviji Federation
of European Biochemical Societies (FEBS) Journal, Ljubljana, Fakulteta za farmacijo Univerze v Ljubljani

MEDNARODNA PROJEKTA

1. Napake v procesiranju RNA pri amiotroficni lateralni sklerozi
Javna agencija za raziskovalno dejavnost RS
prof. dr. Boris Rogelj
2. Mehanizem patogenosti podaljsanih ponovitev gena C9orf72 pri ALS in FTD
Javna agencifa za raziskovalno dejavnost RS
prof. dr. Boris Rogclj

PROGRAM

1. Farmacevtska biotehnologija: znanost za zdravie
prof. dr. Janko Kos

PROJEKTI

1. Napake v regulaciji izrazanja TDP-43 pri amiotrini lateralni sklerozi in frontotermorlani
lobarni degeneraciji
prof. dr. Boris Rogelj

2. Genetika in farmakogenomika kroni¢ne vnetne crevesne bolezni in genetsko povezanih
kroni¢nih imunskih bolezni
prol. dr. Boris Rogelj

3. Patogeni mehanizem podaljSanih heksanukleotidnih ponovitev v genuC9ort72 pri
nevrodegeneraciji
prol. dr. Boris Rogelj

4. Nitroksolin in njegovi derivati kot nova protitumorska zdravila
dr. Jerica Saboti¢

5. Post-transkripcijske regulacijske mreze v nevrodegenerativnih boleznih
prof. dr. Boris Rogelj

6. Protcinsko nacrtovanje rekombinantnih probiotinih mlecénokislinskih bakterij za
zdravljenje sindromov vnetega crevesa
prof. dr. Borut Strukelj

7. Vloga inhibitorjev cisteinskih proteaz v citotoksi¢nem delovanju naravnih celic ubijalk
na tumorske celice
prof. dr. Janko Kos

8. Molekularni mehanizmi atrofije skeletnih miSic: pomen za staranje, misicne bolezni in
bivanje v vesolju
dr. Anja Kovanda

OBISKI

1. prof. Pavle Andjus, Milena Milosevic, prof. Dusanka Savic Pavicevic, Jovan Petrovic,
Univerza v Beogradu, Fakulteta za biologijo, Beograd, Srbija, 14.-17. 5. 2015

2. dr. Milena Milosevi¢, Univerza v Beogradu, Fakulteta za biologijo, Beograd, Srbija,
8.-15.12.2015

SEMINARJT IN PREDAVANJA NA I]S

1. Ale§ Berlec: “In vivo imaging of infrared fluorescent protein-expressing lactic acid
bacteria in mice”, 19. 1. 2015

2. AnjaKovanda: “Anti-sense d(GGCCCC)n expansions in COORF72 form i-motifs and

protonated hairpins”, 14. 9. 2015

Anja Pucer JaneZ: “Localization of dipeptide repeat proteins in model cell lines”, 9. 11. 2015

Jerica Sabotic: letno izobraZevanie o delu z gensko spremenjenimi organizmi (GSO) v

zaprtih sistemih na IJ§, 29. 5. 2015
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UDELEZBA NA ZNANSTVENIH ALI
STROKOVNIH ZBOROVANJIH

1. AnaBajc Cesnik, Simona Darovic, Anja Kovanda, Sonja Prpar Miheve, SINAPSA
Neuroscience Conference 2015, Ljubljana, 15.-17. 5. 2015 (2)

2. AnaBajc Cesnik, Simona Darovic, Mateja Prunk, Simon Zurga, 9. Dan mladih
raziskovalcev KMBO (Kemija, Materiali, Biokemija, Okolje), Institut »JoZef Stefanc,
Ljubljana, 7. 3. 2015 (4)

3. Ales Berlec, Janko Kos, Anja Kovanda, Sonja Prpar Miheve, Milica Perisi¢ Nanut, Mateja
Prunk, Boris Rogelj, Jerica Saboti¢, Simon Zurga, FEBS3+ Meeting, Portoro,

16.-19.9. 2015 (4)

4. Ales Berlec, Janko Kos, Milica Perisic Nanut, Mateja Prunk, Jerica Saboti¢, Simon Zurga,
4. konferenca CITIM 2015 (Cancer Immunotherapy & Immunomonitoring), Ljubljana,
27.-30.4.2015 (3)

5. Simona Darovic, Anja Kovanda, European Molecular Biology Organization (EMBO)/
Europcan Molccular Biology Laboratory (EMBL) Symposium: Mechanisms of
Neurodegeneration, Heidelberg, Nemdija, 14.-17. 6. 2015 (2)

6. Janko Kos, 40" kongres FEBS (Federation of European Biochemical Societies), Berlin,
Nemcija, 8.-10. 7. 2015

7. Jerica Saboti¢, 7. Kongres Slovenskega genetskega drustva in Slovenskega drustva za
humano genetiko, “Genetika 2015”, Rogaska Slatina , 21.-23. 9. 2015 (1)

8. Jerica Sabotic, Gordon Research Conferences, Barga, Italija, 1.-6. 3. 2015 (1)

9. Jerica Sabotic, Plant Health for Sustainable Agriculture, Ljubljana, 11.-12. 5. 2015 (1)

RAZISKOVALNO DELO V TUJINI

1. AnaBajc Cesnik, University of California, Ludwig Cancer Research, San Diego,
ZdruZene drzave Amerike, 28. 9. 2015-27. 5. 2016 (delo v okviru doktorskega Studija)

2. Ales Berlec, University of Natural Resources and Life Sciences (BOKU), Dunaj, Avstrija,
1.6.2015-31. 1. 2016 (strokovno izpopolnjevanje)

3. Simona Darovic, King's College London, Institute of Psychiatry, London, Velika
Britanija, 1. 9.-3. 12. 2015 (delo v okviru doktorskega Studija)

SODELAVCI

Raziskovalci

1. prof. dr. Janko Kos*, znanstveni svetnik - vodja odseka
2. prof. dr. Boris Rogelj

3. dr.Jerica Sabotic

4. prof. dr. Borut Strukelj*, znanstveni svetnik

Podoktorski sodelavci

5. doc. dr. Ales Berlec

6. dr. Maruska Budic, od§la 1. 3. 2015
7. dr. Anja Kovanda

8. dr. Milica PeriSi¢ Nanut

9. dr. Sonja Prpar Miheve

10. dr. Anja Pucer JaneZ

11. dr: Simon Zurga, odsel 1. 10. 2015
Mlajsi raziskovalci

12. Ana Bajc Cesnik, univ. dipl. biokem.

13. Simona Darovic, mag, farm.

14. Mateja Prunk, mag. lab. biomed.

15. Katja Skrlec, mag, farm.

Tehniski in administrativni sodelavci
16. Darja Zuni¢ Kotar

Opomba
*  delna zaposlitev na IJS

SODELUJOCE ORGANIZACIE

Centre de Recherches sur les Macromolécules Végétales - CERMAV, Grenoble, Francija
Centro para la Calidad de los Alimentos (INIA), Soria, Spanija
Eidgenossische Technische Hochschule (ETH), Ziirich, Svica
Inha University, Juzna Koreja
International Centre for Genetic Engineering and Biotechnology - ICGEB, Trst, Italija
King's College London, Institute of Psychiatry, Velika Britanija
Kmetijski institut, Ljubljana
Lek, d. d., Ljubljana
Ludwig Maximilian University, Miinichen, Nemcija
. Medical School Duluth, Department of Physiology and Pharmacology, Duluth,
Zdruzene drzave Amerike
11. Nacionalni institut za biologjjo, Ljubljana
12. Swiss Federal Institute of Technology, Zirich, Svica
13. Univerza v Beogradu, Fakulteta za biologijo, Beograd, Srbija
14. Univerza v Ljubljani, Biotehniska fakulteta
15. Univerza v Ljubljani, Fakulteta za farmacijo
16. Univerza v Mariboru, Fakulteta za kmetijstvo in biosistemske vede, Maribor
17. Univerzitet u Tuzli, Farmaceutski fakultet, Tuzla, Bosna in Hercegovina
18. Univerzitet u Tuzli, Medicinski fakultet, Tuzla, Bosna in Hercegovina
19. University of Bristol, School of Biological Sciences, Bristol, Velika Britanija
20. University of California, Los Angeles, ZdruZene drzave Amerike
21. University of California, Ludwig Cancer Research, San Diego, ZdruZene drZave Amerike
22. University of “Kyev-Mohyla Academy”, Kijev, Ukrajina
23. University of London, Velika Britanija
24. University of Natural Resources and Life Sciences (BOKU), Dunaj, Avstrija
25. University of Padova, Padova, Italija
26. University of Pittsburg, ZdruZene drZave Amerike
27. University of Zurich, Institute of Plant Biology, Zollikerst, Svica
28. Zavod Biomedicinska razvojno inovativna skupina, Ljubljana
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