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B. REZULTATI IN DOSEZKI RAZISKOVALNEGA PROJEKTA

3. Porodilo o realizaciji programa raziskovalnega projekta;

Namen projekta je bil odkritje novih proteinskihnazevalcev, ki so zrdni za razlgne razvojne
stopnje adenokarcinoma Zelodca in predrakastih [Bzibi v nadaljevanju, skupaj z Ze poznan|mi
ozn&evalci, uporabili za oblikovanje proteinskega orkma, uporabnega v diagnostiki za
zgodnje odkrivanje vzorcev diferémo izraZenih proteinov, ki naj bi predstavljali sifi€en
podpis razvojne stopnje raka.
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Z namenom pridobitve orodja za iskanje proteins@#na&evalcev onkogeneze smo razv|l
inovativen pristop izdelave knjiznic rekombinantifotiteles, ki temelji na ko-amplifikaciji 02.
ko-ekspresiji hipervariabilnih domen laminih pretés VH in VHH, po imunizaciji lame 2z
zdruzZzenimi proteinskimi ekstrakti tumorskih tkifP.osebnost lam ozCameleid je izraZzanje
dvoveriznih protiteles s po eno tezko verigo, omvancionalnih Stiriveriznih protitelesih. Pfi
omenjeni vrsti protiteles variabilna domena (VHHYr& specifino prepoznava antigen, brez
navza&nosti partnerske lahke verige in njene variabiloendne (VL). VHH, ki so najmanjss
poznane antigen-vezuje domene (15 kDa), so stabilnejSe od konvencidmalil IgG-protiteles
in jih je tudi mog@e brez teZav in v velikih kalinah (ve& kot 1 mg/l) izraziti v bakterijE. coli.

Ker so zelo majhne, so tudi zelo primerne za inipdoiijo na povrSini¢ipa. Zaradi visoke
sekve&ne podobnosti gloveskimi protitelesi jih upoStevajo kot obetavrae imunoterapijo rakal
Nasprotno pa je bilo zelo malo pozornosti usmerjaaeenoverizne hipervariabilne domene
konvencionalnih kamelidnih protiteles, Vieprav imajo visjo sekvéno podobnost &oveskimi
VH), najve zato, ker imajo zaradi odsotnosti VL na povr3aidstavljene hidrofobne ostanke (in
tako zelo rade agregirajoe jih izrazamo same, brez VL partnerja. Zato seeltaj sistematno
pripravljali rekombinantne knjiznice samo iz domé@HdH, ki so bile narejene tako, da je izoladiji
MRNA sledilo obratno prepisovanje z gensko sp&uifi oligonukleotidnimi zaetniki za drugo
domeno imunoglobulinskih tezkih verig, CH2. Nata bili izvedeni dve zaporedni reakciji PCR.
S prvo so 1¢ili domene VH od VHH, in sicer na osnovi velikogtioduktov PCR. S ponovnim
pomnoZevanjem so nato selektivno pomnozili domehéiW nasprotju s to ustaljeno metogo
smo mi oblikovali enostaven in¢mkovit pristop ter izdelali tako imenovano »komibamo

VH/VHH knjiZznico«, ki vklju¢uje samo eno reakcijo PCR in omd&goohranjanje molekularng
raznolikosti znotraj knjiznice [Kastelic et al., @. Naredili smo rekombinantno knjiznico |z
limfocitne RNA lam, ki so bile predhodno imunizieus proteinskim ekstraktom iz rakastih tkiv
Zelodcev, odstranjenih med operacijami bolnikovjiXica je bila diferetno presejana med
proteinskimi ekstrakti iz zdravega in rakastegaaks pomojo fagne predstavitve, ki smo |i
izpostavili proteinske ekstrakte iz zdravih in tusidh tkiv, imobilizirane na sefarozi. Pokazali
smo, da smo v nasprotju z dosedanjimi pristopkrathim pomnoZevanjem cDNA domen VH |in
VHH uspeli &inkovito izraziti in pridobiti tako rekombinantneoohene VHH tezkoveriznih
protiteles kot tudi VH domene konvencionalnih pedés. 1z skupne me3anice smo jih uspeli fudi
razdvojiti. Po prvih dveh krogih afinitetnega izémja z referetnimi, komercialno dostopnimi
oznaevalci rakavih obolenj smo nandrepazili primerljivo Stevilo vezalcev VH in VHH, op
tretiem krogu pa so bili vezalci z visjo afinitedo zgoraj omenjenih oztevalcev predvsem iz
druZine VH. Le-ti pa so zaradi &e podobnosti loveskimi VH Ill zelo zanimivi za razvoj
novih bioloskih zdravil za imunoterapijo rakavihabénj pri ¢loveku, medtem ko so vezalci |z
druzine VHH zaradi kemine odpornosti in velike stabilnosti primerni za aea na trdne nosilc
bio-¢ipov.
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Za opredelitev specifinih protiteles, primernih za vezavo na povrSindrtevanega biaipa, smo
pridobljeno knjiznico rekombinantnih VHH/VH uporéibza iskanje izvirnih ozngevalcev
razvoja raka. Zato smo v nadaljevanju ponovili giféno presejavanje (tumorska. normalna
tkiva) knjiznic rekombinantnih laminih protitelegridobljenih po imunizaciji lam z zdruZenim
proteinskimi ekstrakti ustreznih tkiv (tumorskih .omormalnih). Po tretjiem ciklu afinitetng
preparative s fagnim prikazom in kolonsko imobiliiimi proteinskimi ekstrakti (izhodié za
prvi cikel) in izlcgitvi visokoafinitetnih VH smo pridobili obogaten@lbgo rekombinatnih VHH
protiteles, ki so kazala izrazite razlike pri veizanoteinov iz tumorskeges. normalnega tkiva. Ti
protitelesa smo nato vezali na sefarozo in jih apilirza obratno afinitetno p¢&cevanje prostih
proteinskih ekstraktov raka Zelodca in jeter. Elo& proteine smo ¢di z diferentno 2D-
elektroforezo, ki je pri primerjanju normalnih imkastih tkiv pokazala popolnoma r&nie

proteinske vzorce. Iz primerjave 60 parov 2D-gedmo ugotovili 160 proteinskih podpisov, ki so
prisotni samo v rakastem in odsotni v normalnemukielodca in/ali jeter oxice versa. Masna
spektrometrija (MALDI-TOF MS/MS; LC-ESI MS/MS) je nmogciila identifikacijo 117

proteinov, diferencialno izraZzenih v tumorjih Zedadin jeter, in sicer 41 proteinov Zelodca, |74
proteinov jeter in 2 proteina iz tumorske ¢eé linije AGS. Ugotovljene oziavalce smo
razvrstili v skupine glede na njihovo potencialimdiosko relevanco (znani oz. predpostavljeni
onkoproteini, tumorje zaviralni proteini) in sevetlai izvirnost. Zato smo jih 92 izkdi kot

proteine, ki so tudi sicer v organizmu navadno n&ivz velikih kolicinah (npr.¢loveski serumsk
albumin, proapolipoprotein, miozin, aktin, imundgldinska veriga J ipd.), vendar z ozirom pha
njihovo lokacijo nekateri med njimi ostajajo v rsizavi mozne specifine vioge pri razvoju
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bolezni. Preostale 25 antigene smo opredelili koh@mbne kandidate za bioloSke amnalce
raka jeter in Zelodca. Nekateri med njimi so Zedpisani kot udelezenci v razvoju raka prebavil
oz. nekaterih drugih vrst raka, ostale pa smo mmudiiate uvrstili zaradi zdéne vioge v
fiziologiji celice (npr. gibljivost, posredovanjeparciil). Trenutno poteka validacija teh
oznaevalcev na transkripcijski (QPCR) in na proteinskini (analiza Western). Najbolj obetavpe
ozn&evalce uporabliamo za povratno selekcijo odgoyafija VHH iz zgoraj omenjene
pridobljene zaloge rekombinantnih VHH protitelear kam omogéa pridobitev parov »antigen
(proteinski ozn&evalec onkogeneze) : protitelo (odgovargajyyHH)« in tudi odgovarjajéih
VHH cDNA iz knjiznic laminih rekombinantnih VH/VHHKer je vsa metodologija dobr
utetena, sedaj izvajamo Se dodatno presejavanje knjiekombinantnih VH/VHH. Rastd
nabor specifinih VHH uporabljamo za izgradnjo prototipa proté&@sonko-mikromreze, ki bg
omogaila dolatevanje »prstnih odtisov« rakastih tkiv v rénih stopnjah bolezni.

O

V vzporednem poskusu smo knjiznice laminih rekorabtnih VH/VHH presejali tudi za VHH
protitelesa, ki naj bi prepoznala piEene Ze poznane ozfevalce raka (p53, Bcl2, TGFa,
VEGF, IL-6, IL-8), ki smo jih izbrali kot modelne otekule za validiranje naSih
poskusov. Dejansko nam je na t&inauspelo pridobiti visoko specifia VHH protitelesa prot
proteinom p53, Bcl-2 in VEGF, in sicer v nM afirtite ravni. Omenjena protitelesa smo |v
kombinaciji z referetnimi komercialnimi protitelesi uporabili za gradngelo olutljivega
sistema detekcije, ki temelji na analizi Biacor pavrSinski plazmonski resonanci.

Namen projekta je bil, kot uvodoma Zecemo, ustvariti izhod&® za izdelavoc¢im
enostavnejSega, vendatinkovitega diagnostnega onkaipa. Izbrani pristop, osnovan np
senzoriki s povrsinsko plazmonsko resonanco (augiace plasmon resonance immagery, SHRI),
omogaa s&asno in v realnemasu izvedljivo kvantifikacijo nekaj sto protein-pem interakcij,
brez potrebe po fluoresaarem ali encimskem ozti@avanju. Na z zlatom prekriti stekleni prizmi
smo preizkusili v& pristopov imobilizacije komercialno dostopnih métlumskih protiteles IgG
miSjega izvora. Kot najboljSi se je izkazal sistekn,temelji na prekritju nanometrske zlate
povrSine z 18-20 C alifatskim monoslojem, na kajaremo na nano-razdaljah vezali biotin|i
nanj streptavidin. Na tako pripravljeno povrSinocstahko vezali biotilinirana monoklonska
protitelesa. Za vezavo protiteles smo preizkuaitliene postopke nanaSanja.dRo nanaSanje je

ustvarilo oblikovno in velikostno (cca. 1 rﬁhheterogene skupke (36 skupkov / O,E?):nﬁeprav
sudenje zaradi njihove velikosti ni bil bistven lplem. S kontaktnim igtinim nanaSalcem
Quiagen 8000 je bilo na enako povrsino mgoanesti 72 skupkov s premerom 150-80%,
vendar so tudi ti bili heterogeni, velik problem & bila vmesna kontaminacija zaradli
nezadostnega izpiranja igle med posameznimi karakaSanja. Bistveno boljSe rezultate je dalo
nanaSanje z nanaSalcema Micro Grid (do 200 hombgsipkov s premerom po 1Q@n) in z
nekontaktnim piezo-nanaSalcem (pikolitrski volurprotiteles, do 1000 g&una senzorni povrsir
prizme), vendar je v obeh primerih nastopil velilolgem hitrega suSenja naneSenih proteinov
(zaradi majhnosti skupkov) in poslédo njihove denaturacije (zaradi pda@e koncentracije
soli). Problema ni reSilo nanaSanje v atmosferispko vlaznostjo, saj je v njej na hidrofobni
povrSini prihajalo do fuzije kaplastih gr¢. Majhnost gra je povzr@ila tudi kvantitativno
heterogenost med grami (skupki) in tudi znotraj posamezne &usaj je SPRi analiza pokazala

tudi razlike v odgovoru med obr&joposamezne giie. Razmeroma velika protitelesa IgG (120

kDa) so se tudi medsebojno ovirala, se slabo vemalaajhno povrsino in so se zato med poskusi
z nje izpirala. Vse to je bil razlog, da smo raizaViren, zgoraj opisani pristop izdelave knjizrjic
majhnih (15 kDa) rekombinantnih tezkoveriznih pedgs. Odpornost VHH na visoke
temperature in kenine reagente kot tudi njihova stabilnost in povradeaaturacija so namife
kvalitete, ki pridejo v poStev pri izdelavi protekih oz. protitelesniltipov (mikromrez), saj
imobilizacija konvencionalnih protiteles na povigitipa navadno vodi, kot smo prikazali tudi m
v njihovo deaktivacijo ali nepovratno denaturacif.zgoraj omenjenimi referénimi VHH
protitelesi proti proteinom p53, Bcl-2 in VEGF srizalelali prototip mikromreZe, vendar se jg v
tem primeru pojavil problem njengsovne stabilnosti. Ugotovili smo hitro upadanjéatosti

imobiliziranih proteinov, do 99% po enotedenskemasfevanju pri ic.

Problemi, povezani s stabilnostjo in spewifistjo povrSinske kemije, homogenostjo lis i
ohranitvijo vezavnih lastnosti imobiliziranih priies, predvsem pa zelo hitro suSenje i
onemogdajo, da bi proteinske mikromrezZe postale zanestjramje v klinéni proteomiki. Da bi

TS
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na tem podrgu napredovali, smo se v sodelovanju z laboratorifgl. Taussiga z InStituta
Babraham v Cambridgeu odlb izdelati mrezo cDNA, ki temelji na potrjenihezalcih VH in
VHH, dobljenih v naSih raziskavah, in to cdNA mre#@porabiti kot matrico za izdelavo
ustrezajéega proteinskega »onkipa« s sistemom prepisovanja in prevajamavitro. Ta nov
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proteinov, temvé tudi zniZza tveganje za spremembe v funkciji prodeipri srednje dolgem ali
dolgotrajnem shranjevanju. Metoda brezg®di proteinske mreze, ki ji pravimo proteinska mrgza
in situ (angl. protein in situ arrays, PISA) se izvajeosnggjo zdruZzenega brezceétiega sistema
(sistem z lizatom zajih retikulocitov TNT ali sistem RTS10&. coli HY), kar pomeni, da
proizvedemo proteinske mreze neposredno iz DNA mgdm metod PCR in z brezcélio
sintezo ozné&nih proteinov na lovilni povrSini. Novo proizvedegproteini se ob nastajanju
imobilizirajo in situ. Pri izdelovanju mreZz PISA al#jno uporabljamo povrsSine, prevéne z
nikljem, za lovljenje proteinov, oztanih s His, kar se dobro ujema z naSo strategijpripravi
vezalcev VH/VHH. NaSe prve poskuse smo usmerili Zpostavitvi najboljSih pogojev za
izdelavo mikromrez PISA VH/VHH. Zato smo ¢&i s protitelesi, ki smo jih v prejSnjih
raziskavah Ze potrdili z komercialno dostopimi getii p53, BCL2 in VEGF. Tem poskusom
sedaj dodajamo informacije o zaporedju cDNA zaifalesa, ki ustrezajo razho izrazenim
tumorskim bio-ozngvalcem, ki jih izbiramo po analizi in potrditvi fdientno izrazenih
oznaevalcev raka Zelodca oz. hepatokarcinoma.

Vzporedno smo na 30 parih T/N vzorcev, pridobljendn OnkoloSkem in&titutu v Ljubljanij
izvedli tudi raziskave proteomov s pristopom nepdee diferetne 2D-elektroforeze, v
kombinaciji z masno spektrometrijo. Poleg primegaproteoma tumorskega tkiva (T) |s
proteomom okoljnega normalnega tkiva bolnikov (NMjno kot standard pri tej raziska
upoStevali Se proteom Zelbkga tkiva zdrave osebe. Tudi v tem primeru smaawjo vecje
Stevilo proteinskih podpisov, ki se izraZzajo v rstiean tkivu. Raziskave smo izvedli v sodelovahju
z odsekom Proteomics na ICGEB v Trstu. Ker obstajdnost, da smo z omenjeno neposrefno
metodo proteomike zaznali predvsemdmm nadizraZzene proteine v tumorju, medtem ko nam je
metoda trikratne obogatitve preko afinitentne krtogeafije z laminimi protitelesi (trije cikli
afinitetne preparative s fagnim prikazom in pros&imi ekstrakti) pokazala sicer tudi
nadizraZzene, vendar tudi strukturno spremenjenteipg se v nadaljnjih raziskavah posao
osvetlitvi te hipoteze. V te raziskave zajemamo MH/VHH proteine, pri katerih smo sicer
ugotovili relativno enakost izraZzanja njihovih ginov v tumorskih in normalnih tkivih, vendar
je SPRi analiza pokazala razlike v afiniteti vezave primeru, da bi v naSih knjiZnicah
rekombinantnih VH/VHH odkrili tudi enoverizne hipariabilne domene, ki spedifio vezejo
zaradi mutacij strukturno spremenjene antigene dprikeine), bi taka protitelesa lahko postala
dragoceno orodje za imunuterapijo raka.

Med analizo laminih VHH proteinskih sekvenc pa stadi razvili ra&unalniski algoritem, ki
temelji na ugotovljeni ko-evoluciji razinih aminokislinskih ostankov na povrsini protiteles
aminokislinskimi ostanki, ki so neposredno vpletempirepoznavanje antigenov. To odkritje lahko
pomeni uvod v novo tehnologijo pridobivanja rekonainih protiteles, saj iz aminokislinskega
zaporedja protitelesa lahko predvidimo inc¢majemo razpoznavno mesto za speeifi

antigen. SploSno znano je, da je prerazporedidgorzedij variabilnih zank CDR v protitelesi
katerih celotna zaporedja so zapisana v zarodniitabe nakljien proces, tudi na ravnj
somatskih hipermutacij. Malo je znanega o tem, k&ltko te hipermutacije, ki povztigo
majhne strukturne spremembe na obrobjih vezavnibt ma antigene, omogigo poviSanje
afinitete protiteles za vezavo antigenov. Odknitics da so zamenjave ene same aminokisline,
oddaljene od vezavhega mesta za antigen, sposglemeniti specifinost ali celo izriiti
vezavo antigena preko interakcij na dolge razdakel aminokislinskimi ostanki vezavnega mesta
za antigen in oddaljenimi mesti v proteinu. TakémaZa interakcij kaZze na koevolucijski proges
vseh vpletenih aminokislinskih ostankov. Namen tggacesa je vzdrZzevanje strukturne fin
funkcijske neokrnjenosti protiteles. Na$ izvirniigoop z algoritmom za globalno analizp
aminokislinskih zaporedij (angl. Global Sequencgn&ture Analysis, GSS) nam omadgp da
lahko poigemo globalni sekvemi odtis glede na enega alidviokalnih podpisov. Uporabili sm
ga za povezavo ztidnosti glavnih zank CDR3 z raZlcami ogrodij protiteles. Pri tem sm
odkrili morebitni somatski koevolucijski proces wrenju imunoglobulinov zaradi ohranjen
interakcij. Za preprost model smo uporabili enakmai protitelesa lam (v nasprotju s kézasémi
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Stiriveriznimi protitelesi) in pokazali, da lahkakiSen koevolucijski proces odkrije nefakovano
mrezo interakcij med zanko CDR3 in okoliskim krogdf aminokislin. Izdelali smo fizho

mrezo kointerakcij aminokislinskih ostankov laminimunoglobulinskin domen, kjer sd
aminokislinska zaporedja prikazana s krogom, v rieate so poloZaji aminokislin nat&mo

dologeni. Interakcije med razinimi poloZaji so ozngene <rtami, ki pr&kajo krog. To odkritje
bi lahko bilo uporabno pri ga&ovanju terapevtskih protiteles. Algoritem GSS loodalje razvijali
in »humanizirali« (prilagodili v uporabniku prijaanobliko) za nartovanje oligonukleotidnih
zatetnikov za PCR, s katerimi bi zozali izbor rekonaitnih protiteles z Zeljeno lastnostjo
knjiznic rekombinantnih protiteles lam.

z

4. Ocena stopnje realizacije zastavljenih raziskovalnih ciljev§

Razvili in objavili smo inovativen pristop izdelakajiznic rekombinantnih protiteles 0z. njihovijh
hipervariabilnih domen, ki temelji na ko-amplifikpoz. ko-ekspresiji VH in VHH, in opisali
razmere, ki omogtjo Wwinkovito pridobivanje visokoafinitetnih in spedcifiih enoveriznih VH-
0z. VHH-vezalcev onkogenih oztevalcev pri hepatokarcinomu in adenokarcinomu Zeld®.
Kastelic et al.,). Immunol. Meth., 2009).

Protitelesa, pridobljena z omenjenim pristopom, smporabili za afinitetno selekcijo
diferencialno izraZenih proteinov pri adenokarcimonielodca in pri hepatokarcinomu,.
Identificirali smo 117 proteinov, diferencialno &enih v tumorjih Zelodca in jeter, in sicer
proteinov Zelodca, 74 proteinov jeter in 2 proteindaumorske cetine linije AGS. Rezultate §
funkcijskimi opisi ugotovljenih proteinskih ozéewvalcev raka bomo v letu 2010 objavili v dv
mednarodnih revijah.
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Preliminarni rezultati so skupaj z razvojem novdadelogije pridobivanja enoveriznih VH/VHIH
protiteles Ze prikazani v mednarodnem doktorskelm BeKastelic (Ljubljana/Orsay, 2009).

Preili smo dva alternativha pristopa difetgre 2D-PAGE, in sicer: (a) paralelno 2D-
elektroforezo T/N z enotnim barvanjem proteinov¢elnh na dveh gelih; (b) predhodn
diferertno barvanje proteinov T in F z dvema fluoreseema barviloma ter skupno 2D-
elektroforezo. Prednosti in pomanjkljivosti obehtateso opisane v diplomskem delu M. Snajder
(2009) in v preglednerglanku vMed. Razgl.(2008).

(@]

—*

Z afinitetno vezavo komercialno dostopnih Ze po#maznaevalcev raka, ki smo jih izbrali kg
modelne molekule za validiranje naSih poskusov, priaobili visoko specitina VHH protitelesg
proti proteinom p53, Bcl-2 in VEGF. Z njimi smo &dli prototip proteinskega bi@pa
(mikromreze), ki vezavo spedifiih antigenov zaznava s povrSinsko plazmonsko sesmn
(SPRI) in omog®a s@asno ter v realnerasu izvedljivo kvantifikacijo nekaj sto protein-pem
interakcij, brez potrebe po fluores¢eem ali encimskem oztavaniju.

Izdelali smo algoritem za globalno analizo amintékih zaporedij (angl. Global Sequence
Signature Analysis, GSS), ki omagn da lahko poEmo globalni sekvemi odtis glede na
enega ali v&lokalnih a.k. podpisov. Odkritje bi lahko bilo ujadno pri nartovanju terapevtskili
protiteles oz. za ratovanje oligonukleotidnih z@tnikov za PCR, s katerimi bi zozZali izbor
rekombinantnih protiteles z Zeljeno lastnostjonnice rekombinantnih protiteles lam. Odkritje
strukturne koevolucije VHH bomo po ohrabrtijo preliminarnih uredniskih odzivih poskusili v
kratkem objaviti v vrhunski revijNature Srructural Biology.

Ocenjujemo, da so bili cilji projekta dosezZeni ia dredstavljajo dobro izhodi& za nadaljnje
raziskave izdelave stabilnega diagnostiga proteinskega onkapa z metodologijo PISA.

5. Utemeljitev morebitnih sprememb programa raziskovalnega projektai

Vegjih sprememb programa raziskovalnega projektaahkd pa govorimo o njegovi razsiritvi, Saj
smo z na novo razvitim &analniskim algoritmom ugotovili ko-evolucijo ra&tih
aminokislinskih ostankov na povrSini protiteles miaokislinskimi ostanki, ki so neposredro
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vpleteni v prepoznavanje antigenov. Zato bomo Wqunosti raziskavo Sirili na prétev te
hipoteze, ki bi ob potrditvi odprla moZnosti za notehnologijo né&rtovanja in prodobivanjd
specifinih rekombinantnih protiteles.

Kemijo vezave VH protiteles na zlato podlago (zlatevleka na prizmi za bidip s senzoriko na
osnovi povrSinske plazmonske resonance) smo similh, vendar so najnovejsi poskus
pokazali, da se VHH protitelesa (za razliko od Vkbtppeles) pri tem prevekonformacijsko
spremenijo, da bi ohranila afiniteto vezave antigenZato smo za reSitev tega problema
raziskovanje razsiril z alternativnim pristopom zkijema izdelavo matimega cDNAgipa in nato
iz njega zin situ / in vitro transkripcijo & translacijo odtis bi¢ipa rekombinantnih protiteles, za
kar smo vzpostavili sodelovanje z Babraham IngitutCambridge-u v V. Britaniji, ki omenjeno
tehnologijo obvladuje.

6. Najpomembnejsi znanstveni rezultati projektne skupine2

Znanstveni rezultat

Predlog nacrtovanja in uporabe kombinacije multiplih oznacevalcev za
natanc¢nejSo diagnostiko in prognostiko onkogeneze.

Proposal of experimental design and use of multiple markers to improve
accuracy of diagnosis and prognosis of oncogenesis.

K nasi objavi so trije poznani ameriski znanstveniki (J.S. Alexander, J.M.
Mathis, K. Pruitt) iz LSU Health Sciences Center, Shreveport, LA, 71130,
U.S.A., v isti reviji napisali uvodni ¢lanek, v katerem so izpostavili nas opis
kako status tumorja in bolnikovo prezivetje sovpadata z multiplimi

Opis SLo |oznacevalci mikrosatelitske nestabilnosti (MSI) in izgube alelne
heterozigotnosti (LOH), in kako te oznacevalce lahko uporabimo v
prognostiki. S Studijo smo izzvali koncept uporabe enega samega ali samo
nekaj prognosti¢nih oznacevalcev in ponudili koncept uporabe multiplih
oznaclevalcev.

IAn introductory article to our paper was writen by three eminent American
scientists (J.S. Alexander, J.M. Mathis, K. Pruitt) from LSU Health Sciences
Center, Shreveport, LA, 71130, U.S.A. It was pointed out that we have

ANG |investigated how tumor status and patient survival is correlated with multiple
markers of MSI and LOH, and how these markers can be used prognostically.
A major aim of the study was to challenge the concept of the use of single or
few prognostic markers in favor of multiple markers.

GAZVODA Barbara, JUVAN Robert, ZUPANIC-PAJINIC Irena, REPSE Stanislav,
FERLAN-MAROLT Vera, BALAZIC Joze, KOMEL Radovan: Genetic changes in
Objavljeno v  |Slovenian patients with gastric adenocarcinoma evaluated interms of
microsatellite DNA. Eur. J. Gastroenterol. Hepatol., 2007, vol. 19, no. 12, p.
1082-1089.

Tipologija 1.01 Izvirni znanstveni ¢lanek

COBISS.SI-ID |3688986

Nova metoda za funkcijsko analizo patogenih mutacij v sistemu popravljanja
napak DNA pri loveku.

Novel method for the functional analysis of pathogenic mutations of the
human DNA mismatch repair system.

Opisali smo nov pristop za natancno funkcijsko ocenjevanje mutacij gena
hMLH1 in vivo, ki temelji na koekspresiji ¢cloveskih genov MLH1 in PMS2 v
kvasnih celicah. Kromosomska integracija obeh genov v kvasni genom
zagotavlja ekspresijo pod nadzorom ortolognih kvasnih promotorjev ter
Opis SLO lenotno genetsko ozadje za vse teste. Sistem je uporaben za funkcijsko
karakterizacijo vseh variant pri bolnikih z rakom, najdenih po celotnem
kodirajocem obmocju gena. Natancna kvantifikacija MLH1 variant je kriti¢na
za ucinkovito zgodnjo diagnostiko in prognostiko, kot tudi za genetsko
svetovanje bolnikom.

1. |Naslov SLO

ANG

2. |Naslov SLO

ANG

We described a novel approach to determine accurately the functional
significance of hMLH1 mutations in vivo, based on co-expression of human
MLH1 and PMS2 in yeast cells. With chromosomal integration of the genes in
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the yeast, expression of both human genes was controlled by the
orthologous yeast promoters and unique genetic background was assured for
all variants tested. Our yeast-based in vivo system may thus be used for
functional characterization of variants in cancer patients found throughout
the entire coding region of the gene including those with incomplete clinical
data.

\Vogelsang Matjaz, Comino Aleksandra, Zupanec Neja, Hudler Petra, Komel
Radovan: Assesing pathogenicity of MLH1 variants by co-expression of
human MLH1 and PMS2 genes in yeast. BMC Cancer, 2009, vol. 9, no. 382,
p. 1-9.

Tipologija 1.01 Izvirni znanstveni ¢lanek

COBISS.SI-ID (4304666
3. |Naslov sLo [Pregledni Clanek in podatkovna baza o eritropoetinskem receptorju (EpoR).

ANG

Objavljeno v

ANG |Review and data base on the erythropoietin receptor (EpoR).

Eritropoetin (Epo) igra Stevilne vlioge tudi izven hematopoeze. Epo in EpoR so
ugotovili v Stevilnih ne-hematopoeznih celicah in tkivih, receptorje (EpoR)
tudi pri razli¢nih tipih tumorjev in malignih celic. Pri tem vloga Epo in EpoR
pri razvoju raka Se vedno ni docela pojasnjena. Napisali smo kombinacijo
preglednega clanka in podatkovne baze o receptorju Epo. Podatkovna baza
vsebuje aktivne povezave z drugimi bazami podatkov in spletnimi stranmi.
Erythropoietin (Epo) appears to have multiple functions outside of
hematopoiesis. Epo and its receptors (EpoR) have been identified on several
non-hematopoietic cells and tissues. EpoRs have been found on several types|
ANG |of tumors and malignant cells. However, research regarding the role of Epo
and EpoR in cancer is sometimes contradictory. Our data base associated
review on EpoR is offering active links to a number of different data bases
and web pages.

DEBELJAK Natasa, SYTKOWSKI Arthur J.: EpoR. Nature (Basingstoke,
Online), 2007, vol. 425, p. [1-11].

Tipologija 1.02 Pregledni znanstveni ¢lanek
COBISS.SI-ID (23209945

4. |Naslov sLo |Analiza stanja in novi predlogi za uporabo rekombinantnega eritropoetina.

State-of-the-art analysis and novel suggestions to improved molecular
design and therapeutic alternatives of rhuEpo.

Prikazani so novi pristopi za povecanje ucinkovitosti rekombinantnega Epo
pri lajSanju anemij, povezanih z rakom in drugimi boleznimi, in sicer s posegi
\v zgradbo proteina kot tudi z razvojem novih Epo- podobnih ali Epo-

Opis sLo [mimeti¢nih ucinkovin. Vse predloge povezujemo z ugotovitvami mozne vloge
eritropoetina kot signalne molekule pri nekaterih vrstah raka, kar vzbuja
previdnost v medicinskih krogih, posledica pa je tudi stroZji nadzor nad
uporabo omenjenih zdravil.

Efforts to increase efficacy of recombinant Epo in corecting anemias
associated with cancer and other diseases, by manipulating the protein's
structure have met with some success, and novel Epo-like agents as well as
ANG [Epo mimetic agents are in development. The demonstration that Epo can
trigger signaling in some cancer cells with, potentially, adverse effects on
patient health has raised warning signs in the medical community and has
gained the attention of regulatory authorities.

DEBELJAK Natasa, SYTKOWSKI Arthur J.: Erythropoietin: new approaches to
Objavljeno v |[improved molecular designs and therapeutic alternatives. Curr. Pharm. Des.,
2008, vol. 14, no. 13, p. 1302-1310.

Tipologija 1.01 Izvirni znanstveni ¢lanek

COBISS.SI-ID |24260313

Nov postopek izdelave knjiznic rekombinantnih protiteles za selekcijo in
ucinkovito proizvodnjo VH-vezalcev proteinskih oznacevalcev raka.

New procedure of recombinant library construction for selection of efficiently
produced VH binders directed against cancer markers.

Opis SLO

Objavljeno v

ANG

5. [Naslov SLO

ANG

Tezko-verizna protitelesa so ob konvencionalnih IgG naravno prisotna v

kamelidih (kamele in lame). Proti ustaljenemu prepri¢anju smo pokazali, da s
ko-amplifikacijo cDNA in z ucinkovito selekcijo lahko prepre¢imo zlepljanje in
ucinkovito pridobimo hipervariabilne domene obeh vrst protiteles (VHH, VH).
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Lamini VH izkazujejo veliko sekvencno in strukturno homologijo s ¢lovesko
skupino III VH, zato so zelo zanimivi za terapevtske aplikacije (imunoterapija
in zdravljenje raka), medtem ko so majhni in stabilni VHH primerni za
imobilizacijo na trdne povrsine pri izdelavi proteinskih mikromrez.

Both heavy chain antibodies and conventional IgGs are naturally occurring in
camelidae (camels and llamas). We have shown that in contrast to usual
finding, aggregation can be prevented and hipervariable domains (VHHs and
\VHs) of both antibody types can be efficiently produced via co-amplification
ANG |of VH and VHH cDNAs. Llama VHs show high sequence and structural
homology with the human VH III group constituting very interesting agents
in (immuno)therapeutic applications in cancer, whereas small and stable
VHHs can be efficiently immobilized on a solid support of a protein
microarray.

Kastelic D., Frkovi¢-Grazio S., Baty D., Truan G., Komel R., Pompon D.: A
single-step procedure of recombinant library construction for the selection of
efficiently produced Ilama VH binders directed against cancer markers. J.
Immunol. Methods, 2009, vol. 350, p. 54-62.

Tipologija 1.01 Izvirni znanstveni ¢lanek
COBISS.SI-ID (26129369

Opis SLO

Objavljeno v

7. Najpomembnejsi druzbeno-ekonomsko relevantni rezultati projektne skupineg

Druzbeno-ekonomsko relevantni rezultat

1. |Naslov sLo [Vodenje interdisciplinarne in medinstitucionalne programske skupine

ANG [Heading an interdisciplinary and interinstitutional research group

P1-0104 “Funkcijska genomika in biotehnologija za zdravje” je ena od
najuspesnejsih programskih skupin na podrocju ved o Zivljenju, ki je poleg
Stevilnih znanstvenih objav, slovenskemu zdravstvu dala molekularno
diagnostiko bolezni, forenziki sodoben pristop z analizo DNA in farmacevtski
industriji prva »slovenska« bioloSka zdravila. Je resni¢no medinstitucionalna
in interdisciplinarna, saj v svoji sestavi povezuje dve ustanovi - univerzo (MF
UL, Medicinski center za molekularno biologijo - MCMB) in javni raziskovalni
inStitut (KI, Laboratorij za biosintezo in biotransformacije - L11).

P1-0104 “Functional Genomics and Biotechnology for Health” is one of the
best Life Sciences programme research groups. In addition to numerous
scientific publications, it introduced molecular genetic analysis in Slovenian
medical science and practice and forensic medicine, and contributed

ANG |pharmaceutical industry with first “Slovenian” biological drugs. This is truly
an interinstitutional and interdisciplinary group, harbouring research groups
from Faculty of Medicine UL (Medical Centre for Molecular Biology, MCMB)
and National Institute of Chemistry (L11 - Biosynthesis and
Biotransformation).

Opis SLO

Sifra D.07 Vodenje centra/laboratorija
PREDSTAVITEV NAJBOLISIH RAZISKOVALNIH PROGRAMSKIH SKUPIN V
LETU 2004

IARRS: http://www.arrs.gov.si/sl/progproj/rprog/najboljsi.asp;
http://www.arrs.gov.si/sl/progproj/rprog/gradivo/inc/Naj-razisk-prog-
Objavljeno v [2004.pdf

DEM$AR, Franci, FERLIGOJ, Anuska, GRDINA, Igor, KOMEL, Dean,
KRASOVEC, JoZe, MAJCEN, Joze. Raziskovalne programske skupine v letu
2004 : Oddaja Studio ob sedemnajskih : Tedenski aktualni mozaik : Radio
Slovenija : I. program. Ljubljana, 31.VIII.2005.

Tipologija 1.25  Drugi ¢lanki ali sestavki
COBISS.SI-ID (604748

2. |Naslov sLo |[Ustanovitev in vodenje Centra odli¢nosti "Biotehnologija s farmacijo" (CO BF)

Establishment and Coordination the Centre of Excellence "Biotechnology with
Pharmacy" (CoE BP)

Virtualni center odli¢nosti Biotehnologija s farmacijo (CO BF), ki je bil
ustanovljen leta 2004, je ob koncu leta 2008 zakljucil prvo obdobje svojega

ANG
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delovanja, sofinancirano s sredstvi Evropskega sklada za regionalni razvoj
(ESRR). Strateski cilj Centra z 19 partneriji iz univerze, raziskovalnih
institutov, zdravstvenih ustanov, S&M podjetij in farmacevtske industrije, je
bil premagovanje medinstitutskih ovir in s tem dolgoro¢no povezovanje ter
nadgradnja in zagotavljanje infrastrukture, tehnologij in vrhunskih znanj, kar
naj bi ustvarilo inovacijsko okolje, primerljivo z ostalimi drzavami EU.
Virtual Centre of Excellence Biotechnology with Pharmacy (CoE BP) in 2008
celebrated the end of first period of his activity, co-financed by European
Structural Funds for Regional Development (ESRD). Strategic aims of the
Centre, associating 19 partners from the university, research institutes,
clinics, SMEs and pharmaceutical industry, were overcoming interinstitutional
barriers in order to assure long-term cooperation, and up-grade / purchase
and maintain infrastructure, technologies and top expertises to create
innovative environment, comparable with other advanced countries in EU.
D.02 Ustanovitev raziskovalnega centra, laboratorija, Studija,
drustva
Rezultati 2004-08: skupni RR projekti (SLO, EC); nakup sklopov opreme -
iniciacija izgradnje postgenomske infrastrukture; izgradnja nacionalnega
Centra za funkcijsko genomiko in bio-Cipe; prva slovenska bioloska zdravila;
prvi bio-Cip; prva transgenska zival; 478 ¢lankov sodelavcev CO v SCI-
revijah; 23 mednarodnih patentov.

Opis SLO

ANG

Sifra

Objavljeno v
http://www.centriodl.si/

KOMEL R. Odmev: kaj je pokazala nasa analiza. Znanost, 8.10.2009, letn.
51, St. 233, str. 24. http://www.delo.si/tiskano/html/20091008/Delo

Tipologija 1.04  Strokovni ¢lanek

COBISS.SI-ID |26128857
Clanstvo v organu vrhunske mednarodne znanstvene ustanove

3. |Naslov sLo |,
Clanstvo v organu vrhunske mednarodne znanstvene ustanove

ANG [Membership in the body of a top international research institution

ICGEB CSA (International Centre for Genetic Engineering and Biotechnology,
81 drzav Clanic): R.Komel - ¢lan 15-Clanskega Znanstvenega sveta ICGEB
(CSA - Council of Scientific Advisers; tretji mandat 2009 ...). Clani CSA so
sicer mednarodno uveljavljeni znanstveniki, med njimi sta tudi dva Nobelova
nagrajenca. Sodelovanje pri razvoju mednarodne znanstvene politike na
podrodju genskega inZenirstva in nove biotehnologije.

ICGEB CSA (International Centre for Genetic Engineering and Biotechnology,
81 member states): R.Komel — member of ICGEB CSA - Council of Scientific
Advisers; third mandate since November 2009). Members of CSA are 15
scientists with international reputation, among them two Nobel Price
winners. Contribution to international policy and scientific development in the
field of genetic engineering and new biotechnology.

Sifra D.03 Clanstvo v tujih/mednarodnih odborih/komitejih

Opis SLO

ANG

http://www.icgeb.trieste.it/council-of-scientific-advisers.html
http://www.icgeb.trieste.it/council-members.html

Objavljeno v |KOMEL Radovan: Priloznosti za vkljucitev v evropske raziskave je veliko : [za
majhne drzave je pomembno mednarodno sodelovanje na znanstvenih
podrodjih, saj tako pridobijo vec financ¢nih sredstev in nova spoznanja].
Finance, 16. februar 2006, st. 32(2219), str. 24.

Tipologija 1.22 Interviju
COBISS.SI-ID |3461658

4. [Naslov sLo |Organizacija znanstvene konference

ANG |Organization of scientific conference

R Komel je bil predsednik organizacijskega odbora SBD zdruzenega
mednarodnega kongresa “Otocec 2009” (Slovensko Biokemijsko Drustvo &
Opis sLo [Drustvo Genetikov Slovenije), 20.-23. september 2009, Otocec, Slovenija.
http://ibk.mf.uni-1j.si/otocec2009. Konference se je udelezilo preko 320
raziskovalcev iz 12 drzav.

R Komel was a Co-President of the joint International Congress “Otocec
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2009"” (Slovenian Biochemical Society & Genetics Society of Slovenia),
September 20-23, 2009, Otocec, Slovenia. http://ibk.mf.uni-

ANG lj.si/otocec2009. The meeting hosted over 320 participants from 12
countries.
Sifra B.01 Organizator znanstvenega srecanja

http://ibk.mf.uni-lj.si/otocec2009

http://ibk.mf.uni-lj.si/otocec2009/sponzorji/vabilo.doc
Objavljeno v
KOMEL Radovan. Pogledi na sodobno znanost: intervju v radijski oddaji,
Radio Slovenia, program ARS, 9.10.2009 ob 13.05 uri. 2009, Ljubljana.

Tipologija 1.22 Intervju
COBISS.SI-ID (26127833
5. [Naslov sLo |Lapanjetova nagrada za vrhunske dosezke na podrocju biokemijskih znanosti

ANG |Lapanje Award for outstanding achievements in biochemical sciences

\V pocastitev 25. obletnice delovanja Slovenskega biokemijskega drustva je
drustvo leta 2008 prvi¢ podelilo drustvena priznanja, poimenovana po prof.
dr. Savu Lapanjetu, ki je bil eden od zacetnikov moderne biokemije v
Sloveniji. Lapanjetova nagrada je strokovno priznanje, ki ga drustvo podeli
Opis sLo [Elanu za vrhunske dosezke na podrocju biokemijskih znanosti na
znanstveno-raziskovalnem ali pedagoSkem podrocju, s katerimi je
pomembno prispeval k razvoju biokemijskih znanosti v slovenskem in
mednarodnem prostoru. Prvo Lapanjetovo nagrado je prejel prof. dr.
Radovan Komel.

In honor of the 25th anniversary of the Slovenian Biochemical Society, the
association in 2008 awarded for the first time a recognition named after prof.
dr. Savo Lapanje who was one of the pioneers of modern biochemistry in
Slovenia. Lapanje Award is professional recognition given to society member
for outstanding achievements in the field of biochemical sciences in research
or teaching area, for significant contribution to the development of
biochemical sciences in the Slovenian and the international arena. The
Lapanje price was delivered to prof. dr. Radovan Komel.

Sifra E.O1 Domace nagrade

http://web.bf.uni-lj.si/bi/biokemija/SBD/arhiv.htm

ANG

ANDERLUH Gregor, DOLINAR Marko, CIGIC Blaz, DROBNIC-KOSOROK
Marinka, KREGAR Igor, KRIZAJ Igor, POKLAR ULRIH Natasa, PUNGERCAR
Joze, RENKO Metka, ROZMAN Damjana, TURK Vito, ZORKO Matjaz, ZAKELJ-
MAVRIC Marija: Petindvajset let Slovenskega biokemijskega drustva.
Ljubljana: Slovensko biokemijsko drustvo, 2008. 80 str., ilustr. ISBN 978-
961-91651-4-0.

Tipologija 2.25 Druge monografije in druga zaklju¢ena dela
COBISS.SI-ID (242021376

Objavljeno v

8. Drugi pomembni rezultati projetne skupineZ

Clanica projektne skupine doc. dr. Natasa Debeljak je sicer tudi nosilka projekta 13-0124 (Vpliv
rekombinantnega humanega eritropoetina na izrazanje genov in prenos signala pri raku na
dojkah; trajanje 2008 - 2011), ki med drugim zajema tudi preucevanje celostnega izrazanja
genov, vklju¢enih v angiogenezo, proliferacijo in apoptozo. Ta raziskava je tudi v interesu
nasega projekta oz. njegovega nadaljevanja, saj ima potencial identifikacije zanimivih
oznacevalcev karcinogeneze. Prepletanje obeh raziskav v skupni programski skupini smo
prikazali tudi z navedbo nekaterih pomembnejsih rezultatov skupnega raziskovanja.

Vzpostavili smo dobro delujo¢o mrezo mednarodnega sodelovanja, ki omogoca ucinkovito
nadaljevanje, nadgradnjo in zakljucek v tem projektu zacetih in razvitih raziskav. Pri ARRS smo
zato na razpis za projekte v letu 2010 prijavili vlogo za “veliki projekt” z naslovom “Pridobivanje
visokospecifi¢nih protiteles za iskanje proteomskih oznacevalcev onkogeneze”. Vloga je bila v I.
fazi ocenjevanja ocenjena z oceno odli¢no in je med 846 ocenjevanimi projekti na celotnem
podro¢ju znanosti bila uvrS¢ena med 8 najviSje ocenjenih vlog. V drugi fazi ocenjevanja (221
ocenjevanih prijav) je projekt s strani tujega recenzenta A prejel odlicno oceno, recenzent B pa
mu je s slabo utemeljeno niZjo oceno zmanjsal konkurencnost, kar je v luci znizanja razpisnih
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sredstev za vec kot polovico (med samim potekom razpisa) imelo za posledico nesprejetje
projekta v financiranje. Kljub pomanjkanju sredstev bomo raziskave nadaljevali v okviru
raziskovalnega programa P1-0104 »Funkcijska genomika in biotehnologija za zdravja«.
Dosezeni rezultati pa so vzbudili pozornost na mednarodni ravni; sprejeli smo povabilo za
vabljeno predavanje na svetovni konferenci WCC (BIT's 3rd World Cancer Congress), ki bo
junija letos v Singapuru, v teku pa so tudi preliminarni pogovori s tujo farmacevtsko druzbo, ki
projekt nasega nadaljnjega raziskovanja ocenjuje kot zelo perspektiven.

9. Pomen raziskovalnih rezultatov projektne skupine§

9.1. Pomen za razvoj znanostiZ
sLo

Namen projekta je odkritje novih proteinskih oznacevalcev, ki so znadilni za razlicne razvojne
stopnje adenokarcinoma Zelodca in predrakastih lezij. Te bi v nadaljevanju, skupaj z ze
poznanimi oznacevalci, uporabili za oblikovanje proteinskega onko-cipa, uporabnega v
diagnostiki za zgodnje odkrivanje vzorcev diferencno izrazenih proteinov, ki naj bi predstavljali
specificen podpis razvojne stopnje raka. Pricakujemo boljsi vpogled v molekulske mehanizme
onkogeneze in izboljSanje nabora molekulskih oznacevalcev za normalna in patoloska fizioloska
stanja. Razviti proteinski Cip bo omogocil razvoj nadaljnjih raziskav in bo prototip za
komercialne diagnosti¢ne Cipe.

Med analizo laminih VHH proteinskih sekvenc pa smo tudi razvili racunalniski algoritem, ki
temelji na ugotovljeni ko-evoluciji razlicnih aminokislinskih ostankov na povrsini protiteles z
aminokislinskimi ostanki, ki so neposredno vpleteni v prepoznavanje antigenov. To odkritje
lahko pomeni uvod v novo tehnologijo pridobivanja rekombinatnih protiteles, saj iz
aminokislinskega zaporedja protitelesa lahko predvidimo in nacrtujemo razpoznavno mesto za
specifi¢en antigen.

Visokospecificna protitelesa oz. njihove enoverizne variabilne domene sodijo med visoke
prioritete raziskovanja na podroc¢ju molekularne onkologije, zaradi pricakovane uporabnosti v
imunoterapiji oz. zdravljenju raka kot tudi pri razvoju novih, nata¢nejsih diagnosti¢nih metod.

ANG

The aim of the project was selection of new protein markers for the different development
stages of stomach adenocarcinome and its precancerous lesions, and use of these markers in
conjunction with classical markers for the design of a protein onco-chip usable as a diagnostic
tool for early detection of differential expression patterns of proteins constituting specific
signatures in cancer. Results will provide a better basic insight into molecular mechanisms of
cancerogenesis and will allow to define a new set of markers corresponding to normal and
pathologic physiological states. Developed protein chip will represent valuable prototype for
further development of investigative or commercial diagnostic microarrays.

When analysing llama VHH protein sequences we develped a computer algorithm based on the
discovery of co-evolution of amino acid residues located on the antibody surface, with certain
a.a. residues directly implicated in antigen recognition. This discovery could have a high value
in recombinant antibody technology, since we can predict and design antigen recognition site
from amino acid sequence of an antibody.

Highly specific antibodies and/or their hypervariable single-chain doomains belong to top
priority research in molecular oncology, because of the expected usefulness in immunotherapy
and cancer treatment as well as in design and development of new accurate diagnostic
procedures.

9.2. Pomen za razvoj Slovenijel?
sLo

Proteomski pristop pri iskanju specificnih oznacevalcev onkogeneze v slovensko medicino uvaja
nove metode post-genomske znanosti. BoljSi vpogled v molekulske mehanizme onkogeneze in
izboljsanje nabora molekulskih oznacevalcev za normalna in patoloska fizioloSka stanja
ponujata moznosti za ucinkovitejSe zgodnje odkrivanje raka, napovedovanje in spremljanje
poteka bolezni ter izboljSane pristope k zdravljenju (osebna medicina). Razvoj proteinske
mikromreze je intredisciplinaren, saj zdruzuje pristope funkcijske genomike, medicinske
molekularne biologije, nanotehnologije in bioinformatike. Proteinski Cipi bodo omogodil razvoj
nadaljnjih in bolj poglobljenih raziskav na podro¢ju onkologije in bodo prototip za komercialne

Projekt J-974( Stranl11o0d19



Zakljuéno porailo o rezultatih raziskovalnega projekta

diagnosti¢ne Cipe. Projekt ustvarja moznosti za postavitev spin-off podjetij, ki bi lahko razvijala
omenjena diagnosti¢na in terapevtska orodja.

ANG

Proteomic approach for looking for specific markers of oncogenesis is introducing new
methodology of the post-genomic science to Slovenian medical research and practice.

Better insight into molecular mechanisms of oncogenesis and improved selection of markers
corresponding to normal and pathologic physiological states will offer possibilities for more
efficient early detection of cancer, prediction and follow-up of the disease, and also better
therapeutic approach. The interdisciplinary development of a protein microarray is associating
approaches of functional genomics, medical molecular biology, nanotechnology and
bioinformatics. The developed bio-chips will allow further improvement of research in molecular
oncology and will represent valuable prototypes for commercial diagnostic microarrays. The
project is also creating starting positions for creation of spin-offs for the development of new
diagnostic and therapeutic tools.

10. Samo za aplikativne projekte!
Oznacite, katerega od navedenih ciljev ste si zastavili pri aplikativhem projektu, katere
konkretne rezultate ste dosegli in v kaksni meri so dosezeni rezultati uporabljeni

Cilj

F.01 [Pridobitev novih prakti¢cnih znanj, informacij in vescin
Zastavljen cilj Opa ONE
Rezultat ’ _|

Uporaba rezultatov ]

F.02 |Pridobitev novih znanstvenih spoznanj
Zastavljen cilj O pa ONE

Rezultat ’

Uporaba rezultatov ]

F.03 |Vecja usposobljenost raziskovalno-razvojnega osebja
Zastavljen cilj OpA ONE

Rezultat ’ _|

Uporaba rezultatov ] _|

F.04 [Dvig tehnoloske ravni
Zastavljen cilj O pa ONE

Rezultat ’ _|

Uporaba rezultatov ]

F.05 [Sposobnost za zacetek novega tehnoloskega razvoja
Zastavljen cilj O pA ONE

Rezultat ]

Uporaba rezultatov ]

F.06 [Razvoj novega izdelka
Zastavljen cilj OpA ONE

Rezultat ]

Uporaba rezultatov ] _|

F.07 |IzboljSanje obstojecega izdelka
Zastavljen cilj Opa ONE
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Rezultat ’ _|

Uporaba rezultatov ] =l
F.08 |Razvoj in izdelava prototipa

Zastavljen cilj O pAa ONE

Rezultat ’ _|

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

Zastavljen cilj Opa ONE

Rezultat ’ _|

Uporaba rezultatov ] ~|
F.10 |IzboljSanje obstojeCega tehnoloskega procesa oz. tehnologije

Zastavljen cilj OpA ONE

Rezultat ’ _|

Uporaba rezultatov ] _|
F.11 [Razvoj nove storitve

Zastavljen cilj O pA ONE

Rezultat ’ _|

Uporaba rezultatov ] =l
F.12 [(IzboljSanje obstojece storitve

Zastavljen cilj O bpa ONE

Rezultat ’ _|

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

Zastavljen cilj O pA ONE

Rezultat ’ _|

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

procesov

Zastavljen cilj O bpa ONE

Rezultat ’ _|

Uporaba rezultatov ] ~|
F.15 [Razvoj novega informacijskega sistema/podatkovnih baz

Zastavljen cilj O pA ONE

Rezultat ’ _|

Uporaba rezultatov ] _|
F.16 [IzboljSanje obstojecega informacijskega sistema/podatkovnih baz

Zastavljen cilj O pbA ONE

Rezultat ’ _|
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Uporaba rezultatov ] hd
F.17 |[Prenos obstojecih tehnologij, znanj, metod in postopkov v prakso
Zastavljen cilj O pAa ONE
Rezultat ’ _|
Uporaba rezultatov ] _|
F.18 Posredovanje novih znanj neposrednim uporabnikom (seminarji, forumi,
konference)
Zastavljen cilj O bpA ONE
Rezultat ’ _|
Uporaba rezultatov ] =l
F.19 |Znanje, ki vodi k ustanovitvi novega podjetja ("spin off")
Zastavljen cilj O pa ONE
Rezultat ’ _|
Uporaba rezultatov ] _|
F.20 |Ustanovitev novega podjetja ("spin off")
Zastavljen cilj Opa ONE
Rezultat ’ _|
Uporaba rezultatov ] ~|
F.21 |Razvoj novih zdravstvenih/diagnosti¢nih metod/postopkov
Zastavljen cilj O pA ONE
Rezultat ’ _|
Uporaba rezultatov ] =l
F.22 [(IzboljSanje obstojecih zdravstvenih/diagnosti¢cnih metod/postopkov
Zastavljen cilj O pa ONE
Rezultat ’ _|
Uporaba rezultatov ] _|
F.23 [Razvoj novih sistemskih, normativnih, programskih in metodoloskih resitev
Zastavljen cilj O bpa ONE
Rezultat ’ _|
Uporaba rezultatov ] ~|
F.24 Izl‘?_oljéanje obstojecih sistemskih, normativnih, programskih in metodoloskih
resitev
Zastavljen cilj O pA ONE
Rezultat ’ _|
Uporaba rezultatov ] _|
F.25 |Razvoj novih organizacijskih in upravljavskih resitev
Zastavljen cilj O pa ONE
Rezultat ’ _|
Uporaba rezultatov ] _|
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F.26 |IzboljSanje obstojecih organizacijskih in upravljavskih resitev
Zastavljen cilj O pA ONE

Rezultat ’ _|

Uporaba rezultatov ] _|

F.27 [Prispevek k ohranjanju/varovanje naravne in kulturne dediscine
Zastavljen cilj O ba ONE

Rezultat ’ _|

Uporaba rezultatov ]

F.28 |Priprava/organizacija razstave
Zastavljen cilj O pA ONE

Rezultat ]

Uporaba rezultatov ]

F.29 |Prispevek k razvoju nacionalne kulturne identitete
Zastavljen cilj ObA CINE

Rezultat ’

Uporaba rezultatov ] _|

F.30 |Strokovna ocena stanja
Zastavljen cilj O pa ONE

Rezultat ’ _|

Uporaba rezultatov ] _|

F.31 |Razvoj standardov
Zastavljen cilj O pa ONE

Rezultat ]

Uporaba rezultatov

F.32 [Mednarodni patent
Zastavljen cilj Opba ONE

Rezultat ]

Uporaba rezultatov ] _|

F.33 |Patent v Sloveniji
Zastavljen cilj OpA ONE

Rezultat ’ _|

Uporaba rezultatov ] _|

F.34 |Svetovalna dejavnost
Zastavljen cilj O bpa ONE

Rezultat ’ _|

Uporaba rezultatov
F.35 |Drugo
Zastavljen cilj O pA ONE
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Rezultat

Uporaba rezultatov

Komentar

11. Samo za aplikativne projekte!

Oznacite potencialne vplive oziroma udinke vasih rezultatov na navedena podrocja

Projekt J-974(

Vpliv N_i Majh_en Sred_nji VeI!k
vpliva | vpliv vpliv vpliv

G.01 Razvoj visoko-Solskega izobrazevanja
G.01.01. |Razvoj dodiplomskega izobrazevanja| O O O
G.01.02. [Razvoj podiplomskega izobrazevanja| @] @] @)
G.01.03. |Drugo: O O O O
G.02 Gospodarski razvoj
Gozon |[Sagiries s rout oJoJo]o
G.02.02. |Siritev obstojecih trgov O O O O
G.02.03. |ZniZanje stroskov proizvodnje O O O @)
G.02.04. §$?3?J§:nje porabe materialov in 'S O O '®)
G.02.05. |Razsiritev podroéja dejavnosti O O O @)
G.02.06. |Vetja konkurenéna sposobnost O O O O
G.02.07. |Vedji delez izvoza @) O O O
G.02.08. |Povecanje dobicka O O O O
G.02.09. |Nova delovna mesta @) O O O
G.02.10. ZDavFi)%silz;nbiLazbene strukture O '®) '®) O
G.02.11. |Nov investicijski zagon 5] O O o
G.02.12. (Drugo: O O O O
G.03 Tehnoloski razvoj
G.03.01. '(Ij':;\anvor:giga razsiritev/posodobitev '® O O '
G.03.02. '(Ij':;\anvor:gigo prestrukturiranje '®) e O '®
G.03.03. [Uvajanje novih tehnologij O O O @)
G.03.04. |Drugo: O O O O
G.04 Druzbeni razvoj
G.04.01 |[Dvig kvalitete Zivljenja O O O O
G.04.02. |Izboljganje vodenja in upravljanja O O O O
G.04.03. ilrfbjggiaenaggilgvanja administracije O o '®) O
G.04.04. |Razvoj socialnih dejavnosti O O O O
G.04.05. |Razvoj civilne druZbe O O O O

Stranl6 od 19



Zakljuéno porailo o rezultatih raziskovalnega projekta

G.04.06. |Drugo: O ) ) O
Ohranjanje in razvoj nacionalne
G.05. naravne in kulturne dediséine in O O O O
identitete
Varovanje okolja in trajnostni
G.06. razvo] O O O O
G.07 Razvoj druzbene infrastrukture
Informacijsko-komunikacijska
G.07.01. infrastruktura © O O ©
G.07.02. |Prometna infrastruktura O O O O
G.07.03. |Energetska infrastruktura O O O O
G.07.04. |Drugo: @) O O O
Varovanje zdravja in razvoj
G.08. zdravstvenega varstva © O O ©
G.09. Drugo: @) O O @)
Komentar
12. Pomen raziskovanja za sofinancerje, navedene v 2. tockill
1. |Sofinancer
Vrednost sofinanciranja za celotno obdobje EUR
trajanja projekta je znasala:
Odstotek od utemeljenih stroskov projekta: %
Najpomembnejsi rezultati raziskovanja za sofinancerja Sifra
1.
2.
3.
4.
5.
Komentar
Ocena
2. |sofinancer
Vrednost sofinanciranja za celotno obdobje EUR
trajanja projekta je znasala:
Odstotek od utemeljenih stroskov projekta: %
Najpomembnejsi rezultati raziskovanja za sofinancerja Sifra

1.
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2.
3.
4.
5.
Komentar
Ocena
3. [sofinancer
Vrednost sofinanciranja za celotno obdobje EUR
trajanja projekta je znasala:
Odstotek od utemeljenih stroskov projekta: %
Najpomembnejsi rezultati raziskovanja za sofinancerja Sifra
1.
2.
3.
4,
5.
Komentar
Ocena
C. IZJAVE

Podpisani izjavljam/o, da:

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

e se strinjamo z obdelavo podatkov v skladu z zakonodajo o varstvu osebnih podatkov za
potrebe ocenjevanja, za objavo 6., 7. in 8. tocke na spletni strani http://sicris.izum.si/ ter
obdelavo teh podatkov za evidence ARRS

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

e so z vsebino zakljuCnega porodila seznanjeni in se strinjajo vsi soizvajalci projekta

Podpisi:

Radovan Komel in

podpis vodje raziskovalnega projekta zastopnik oz. pooblas¢ena oseba RO
Kraj in datum:  |Ljubljana ||28.4.2010

Oznaka porocila: ARRS-RPR0OJ-ZP-2010-1/169

1 Samo za aplikativne projekte. Nazaj

Projekt J-974( Stran18 od 19



Zakljuéno porailo o rezultatih raziskovalnega projekta

2 Napisite kratko vsebinsko porocilo, kjer boste predstavili raziskovalno hipotezo in opis raziskovanja. Navedite klju¢ne
ugotovitve, znanstvena spoznanja ter rezultate in ucinke raziskovalnega projekta. Najve¢ 18.000 znakov vkljuc¢no s
presledki (priblizno tri strani, velikosti pisave 11). Nazaj

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

4 Samo v primeru bistvenih odstopanj in sprememb od predvidenega programa raziskovalnega projekta, kot je bil
zapisan v predlogu raziskovalnega projekta. Najvec 3.000 znakov vklju¢no s presledki (priblizno pol strani, velikosti
pisave 11). Nazaj

5 Navedite najvec pet najpomembnejsih znanstvenih rezultatov projektne skupine, ki so nastali v ¢asu trajanja
projekta v okviru raziskovalnega projekta, ki je predmet porocanja. Za vsak rezultat navedite naslov v slovenskem in
angleskem jeziku (najvec¢ 150 znakov vkljuéno s presledki), rezultat opisite (najve¢ 600 znakov vkljuéno s presledki) v
slovenskem in angleskem jeziku, navedite, kje je objavljen (najve¢ 500 znakov vklju¢no s presledki), izberite ustrezno
Sifro tipa objave po Tipologiji dokumentov/del za vodenje bibliografij v sistemu COBISS ter napisite ustrezno
COBISS.SI-ID stevilko bibliografske enote.

Navedeni rezultati bodo objavljeni na spletni strani http://sicris.izum.si/.

PRIMER (v slovenskem jeziku):

Naslov: Regulacija delovanja beta-2 integrinskih receptorjev s katepsinom X;

Opis: Cisteinske proteaze imajo pomembno vlogo pri nastanku in napredovanju raka. Zadnje Studije kazejo njihovo
povezanost s procesi celicnega signaliziranja in imunskega odziva. V tem znanstvenem ¢lanku smo prvi dokazali...
(najvec 600 znakov vklju¢no s presledki) y

Objaviljeno v: OBERMAJER, N., PREMZL, A., ZAVASNIK-BERGANT, T., TURK, B., KOS, J.. Carboxypeptidase cathepsin
X mediates B2 - integrin dependent adhesion of differentiated U-937 cells. Exp. Cell Res., 2006, 312, 2515-2527, JCR
IF (2005): 4.148

Tipopologija: 1.01 - Izvirni znanstveni ¢lanek

COBISS.SI-ID: 1920113 Nazaj

6 Navedite najvec pet najpomembnejsih druzbeno-ekonomsko relevantnih rezultatov projektne skupine, ki so nastali v
Casu trajanja projekta v okviru raziskovalnega projekta, ki je predmet porocanja. Za vsak rezultat navedite naslov
(najvec 150 znakov vkljucno s presledki), rezultat opisite (najvec 600 znakov vkljucno s presledki), izberite ustrezen
rezultat, ki je v Sifrantu raziskovalnih rezultatov in uéinkov (Glej: http://www.arrs.gov.si/sl/gradivo/sifranti/sif-razisk-
rezult.asp), navedite, kje je rezultat objavljen (najve¢ 500 znakov vklju¢no s presledki), izberite ustrezno Sifro tipa
objave po Tipologiji dokumentov/del za vodenje bibliografij v sistemu COBISS ter napisite ustrezno COBISS.SI-ID
Stevilko bibliografske enote.

Navedeni rezultati bodo objavljeni na spletni strani http://sicris.izum.si/. Nazaj

7 Navedite rezultate raziskovalnega projekta v primeru, da katerega od rezultatov ni mogoce navesti v to¢kah 6 in 7
(npr. ker se ga v sistemu COBISS ne vodi). Najvec 2.000 znakov vklju¢no s presledki. Nazaj

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

9 Najvet 4.000 znakov vkljuéno s presledki Nazai
10 Najvet 4.000 znakov vkljuéno s presledki Nazai

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

Obrazec: ARRS-RPROJ-ZP/2010 v1.00a
61-5F-0E-E5-31-F6-C7-53-9D-A5-7D-DF-51-E0-D6-6F-66-20-30-39
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