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A. PODATKI O RAZISKOVALNEM PROJEKTU

1. Osnovni podatki o raziskovalnem projektu

Sifra projekta J3-9324

Naslov projekta Vloga cisteinskih proteinaz in njihovih inhibitorjev pri endotoksinskih
toleranci

Vodja projekta 10502 Natasa Kopitar Jerala

Tip projekta ] Temeljni projekt

Obseg 2.835

raziskovalnih ur

Cenovni razred D

Trajanje projekta |01.2007 - 12.2009

Nosilna 106 Institut "Jozef Stefan"

raziskovalna

organizacija

Raziskovalne

organizacije -

soizvajalke

Druzbeno- 13. Splosni napredek znanja - RiR financiran iz drugih virov (ne iz

ekonomski cilj splosnih univerzitetnih fondov - SUF)

2. Sofinancerjil

Naziv

Naslov

Naziv

Naslov

Naziv

Naslov

B. REZULTATI IN DOSEZKI RAZISKOVALNEGA PROJEKTA

3. Porodilo o realizaciji programa raziskovalnega projekta;

NaSa hipoteza je bila@la so znotrajcealhi inhibitorji cisteinskih proteinaz, katerih komteacija je
izrazito poviSana ob aktivaciji makrofagov, pomeinpri endotoksinski toleranci. Predvidel
smo, da sodelujejo predvsem z regulacijo aktivnestiosomalnih cisteinskih proteinaz, ter
posledtno regulacijo antigenske predstavitve. V naSihighdmo se usmerili predvsem na dva
inhibitorja cisteinskih proteinaz :stefin B in serpA3G (imenovan tudi serpin 2A), ki inhibir
tudi cisteinske in ne samo serinske proteinaze.

DD
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Opis raziskovanja : Ob klasii aktivaciji makrofagov je izraZzanje serpina AS&p(A3G) izrazito
povisano, ne pa tudi ob indukciji eksperimentalmelotoksinske tolerance. Ko lokalizacije
endosomalnih katepsinov z SpiA3G nismo potrdili ali klastni aktivaciji makrofagov, kako
tudi ne ob indukciji ekperimentalne endotoksinskderince. Pokazali pa smo poaao
lokalizacijo SpiA3G, ter ko-lokalizacijo z katepsim L v jedercu makrofagov ob kl&si , ne pa
tudi alternativni aktivaciji makrofagov. Jedercedmamina jederna struktura, pomembna pri
nastanku podenot ribosomov. Funkcija SpiA3G v jedese ni pojasnjen&eprav so mehanizem
translokacije serpinov v jedro opisale Ze drugegpsie) smo kot prvi odkrili stimulus, ki povatio
to translokacijo. Navkljub vgemu izraZanju katepsina L v jedru ki&so aktiviranih makrofagov,
nismo mogli dolgiti nobene katepsinske aktivnosti. Pri delu smdesavali z prof. Bogyom,
Univerza Stanford, ZDA, ter testirali nove sonde®tprktivnemu mesti proteinaz. Ker sa
stimulacije z pro-vnetnimi, ne pa tudi proti-vnemicitokini privedejo do pov&anega izrazanj
SpiA3G v jedercu, lahko sklepamo, da je translgkaSpiA3G v jederce pomembna pri obrambi
organizma pred patogeni (Konjar in sod. 2010).
Vlogo stefina B v endotoksinski toleranci smo prexali s konfokalno mikroskopijo v sodelavi| z
prof. dr. Markom Kreftom in prof. dr. Robertom Zern (InStitut za patofiziologijo, Medicins
Fakulteta Univerze v Ljubljani) na Refetgrem centru za konfokalno mikroskopijo. Ugotoili
smo prisotnost stefina B v Lamp 2 pozitivnih veitiklkjer je ko lokaliziran s katepsini o
indukciji eksperimentalne endotoksinske tolerameepa tudi ob aktivaciji makrofagov. Potrdjli
smo raziskovalno hipotezo, da intracelularni intobicisteinskih proteinaz stefin B sodeluje pri
regulaciji aktivnosti katepsinov pri endotoksinstdleranci. Doldili smo tudi mehanizem po
katerem pride do ko-lokalizacije citosolnega irtoija in endosomalne proteinaze. Nage
dosedanje raziskave kaZejo, da je to posledicafamij® ob indukciji endotoksinske toleranc¢e
(Konjar in sod., publikacija v pripravi). Aktivnosisteinskih katepsinov smo detektirali tud{ v
Zivih celicah, z speciénimi sonami usmerjenih proti aktivnemu mestu enc{&BP). Ugotovili
smo, da v aktiviranih makrofagih giaa katepsinske aktivnosti sovpada z lokalizacgteksina S
Z ko imunoprecipitacijami, z speaifiimi monoklonskimi in poliklonskimi protitelesi smo
potrdili, da se stefin B nahaja v kompleksu s ksigpm S v supernatantih calih kultur
aktiviranih makrofagov. Aktivnost katepsinov smolad@li z sondami usmerjenimi prot
aktivnemu mestu encima v aalih lizatih makrofagnih ceainih linij, kakor tudi v primarnih
makrofagih pripravijnih iz kostnega mozga stefinnielnih misi in misi divjega tipa. OQ
indukciji endotoksinske tolerance smo ugotovilazito zniZzanje katepsinske aktivnosti. ( Konjar
in sod., v pripravi)
Kot smo napisali v ciljin ob prijavi projektamo v Zivih celicah preverili interakcije stefinazB
katepsinom L v jedru z uporabo FRET metode. Updirabno Sapphir mutanto flourescarega
proteina kot donor in Venus varianto flourestregga proteina kot akceptor. Sapphire smq ze
dobili v sodelavi z dr. Oliver jem Griesbeck, Mabaick Institute fur Neurobiologie, Martinsrief,
Nenxija in Venus v sodelavi z prof. Atsushi Miyawakiréin Science Institute, RIKEN
Hirosawa, Japonska. Kot prbvi smo potrdili inteigkstefina B v jedru z katepsinom L. FRET
eksperimente na konfokalnem mikroskopu smo narediidelavi z dr. Mojco Be&ina in prof.dr.
Romanom Jerala, na odseku za Biotehnologijo KemmjjakInstitita, ker imajo konfokaln
mikroskop z ustreznim lasejem (405 nm). Pokazab smdi, da izraZzanje stefina B v jedru vpliya
na potek cetinega cikla. V sodelavi z prof. Nepveu-jem (UniveMaGill, Montereal, Kanada
smo pokazali, da povano izrazanje stefina B v jedru vpliva na proceggaCUX 1
transkripcijskega faktorja. Kot posledico manjSpitee CUX 1 transkripcijskega faktorja, smao| v
celicah v katerih je bil stefin B Se dodatno izrazejedru, izmerili pdasnejSi potek celhega
cikla. V misjih embrionalnih fibroblastih pripraeljih iz misi z izbitim genom za stefin B smo
izmerili hitrejSi potek cetinega cikla kot pri misjih embrionalnih fibroblastipripravijenih iz
miSi divjega tipa. Stefin B v jedru interagira tuzlihistoni, preferetno z varianto histona 3
(H3K4me3). Pomen te interakcije se ni do konca $9@n, vendar smo pokazali, da interakcija
stefina B z histoni, ne vpliva na inhibicijo kategsL (Ceru in sod. 2010).

Ucinki raziskovalnega projekta so predvsem nova smajzno pomenu inhibitorjev cisteinskih
proteinaz v jedru ter izobrazevanje mladih razistoav. Delo nadaljujemo Se na Slovensko-
Kitajskem bilateralnem projektfyloga cisteinskih proteinaz in njihovih inhibitesj pri
endotoksinskih toleranci in raku) ki Se poteka.

4. Ocena stopnje realizacije zastavljenih raziskovalnih ciljev§
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Zastavljeni cilji so v celoti doseZeni, delno tymtesezeni. Ob indukciji endotoksinske tolerance
smo nasli stefin B v Lamp 1 pozitivnih veziklihekjje bil kolokaliziran z katepsini. Mehanizem
po katerem pride citosolni inhibitor skupaj z katiep v iste vezikle je je tudi razjasnjen, dokazali
smo autofagijo. V skladu z naSo hipotezo, je tugotovitev, da stefin B regulira aktivnost
katepsina L v jedru. Kot smo navedli v Cilju 4. xoBramu raziskovalnega dela projekta, smo z
FRET (Flouresceatni resonatini prenos energije) metodo pokazali, da stefin Bragira z
skrajSano oblko katepsina L, ki segme z metioninom 75, v jedru. Dodatno smo naredili| 3
eksperimente, ki ji v prijavi Se nismo napisali.célicah v katerih je bil stefin B Se dodatno
izraZen v jedru, smo izmerili pasnejSi potek celnega cikla. V misjih embrionalnih fibroblast(h
pripravljenih iz miSi z izbitim genom za stefin Bis izmerili hitrejSi potek catnega cikla kot pri
misjih embrionalnih fibroblastih, pripravijenih imisi divjega tipa. Preverili smo tud
kolokalizacijo cisteinskih katepsinov in stefindrBSpiA3g v alternativno aktiviranih makrofagi
Pokazali pa smo povano lokalizacijo SpiA3G, ter ko-lokalizacijo z kpsnom L v jedercu
makrofagov ob klagni, ne pa tudi alternativni aktivaciji makrofagov.

=)

5. Utemeljitev morebitnih sprememb programa raziskovalnega projekta

Bistvenih sprememb v izvajanju projekta ni bilo.

6. Najpomembnejs$i znanstveni rezultati projektne skupine2

Znanstveni rezultat

1. |Naslov sLo (Stefin B interagira s histoni in stefinom B v jedru

ANG |Stefin B interacts with histones and cathepsin L in the nucleus.

Identificirali smo interakcijo stefina B z histoni. Pokazali smo, da povecano
izrazanje stefina B v jedru vpliva na procesiranje CUX 1 transkripcijskega
faktorja. Kot posledico manjse cepitve CUX 1, smo v celicah v katerih je bil
stefin B Se dodatno izrazen v jedru, izmerili poCasnejsi potek celi¢nega cikla.
Z uporabo FRET metode smo potrdili interakcijo stefina B z krajSo varianto
katepsina L v jedru zivih celic. Stefin B igra torej pomembno vlogo pri
regulaciji aktivnosti katepsina L v jedru, ter da lahko SCiti substrate, kot npr.
transkripcijski faktorji pred procesiranjem.

We have identified an interaction between stefin B and the histones.
Increased expression of stefin B in the nucleus influenced processing of CUX1
transcription factor, and as a consequence of diminished cleavage of CUX1,
delayed cell cycle progression was determined. Interaction of stefin B with
the truncated form of cathepsin L in the nucleus was confirmed by FRET
experiments in the living cells. Stefin B could play an important role in
regulating the proteolytic activity of cathepsin L in the nucleus, protecting
substrates such as transcription factors from its proteolytic processing.
CERU, Slavko, KONJAR, Spela, MAHER, Katarina, REPNIK, Urska, KRIZAJ,
Igor, BENCINA, Mojca, RENKO, Miha, NEPVEU, Alain, ZEROVNIK, Eva, TURK,
Objavljeno v  |Boris, KOPITAR-JERALA, Natasa. Stefin B interacts with histones and
cathepsin L in the nucleus. ] Biol Chem, 2010, vol. 285, no. 13, str. 10078-
10086.

Tipologija 1.01 Izvirni znanstveni ¢lanek

COBISS.SI-ID |23338023

Klasi¢na ne pa alternativna aktivacija makrofagov vodi v povecano
lokalizacijo SpiA3g v jederce celic.

Increased nucleolar localization of SpiA3G in classically but not alternatively
activated macrophages

Ob klasi¢ni aktivaciji makrofagov je izrazanje serpina A3G (SpiA3G) izrazito
poviSano. Pokazali smo povecano lokalizacijo SpiA3G, ter ko lokalizacijo z
katepsinom L v jedercu makrofagov ob klasi¢ni, ne pa tudi alternativni
aktivaciji makrofagov. Navkljub vedjemu izrazanju katepsina L v jedru

Opis SLO

ANG

2. |Naslov SLO

ANG
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klasi¢no aktiviranih makrofagov, nismo detektirali katepsinske aktivnosti. Ker
samo stimulacije z pro-vnetnimi, ne pa tudi proti-vnetnimi citokini privedejo

Opis sLo |[do poveclanega izrazanja SpiA3G v jedercu, lahko sklepamo, da je
translokacija SpiA3G v jederce pomembna pri obrambi organizma pred
patogeni.

A serpin A3G (SpiA3G) is highly up regulated in classically activated
macrophages. We show increased localization of SpiA3G in the nucleolus and
co-localization with cathepsin L, upon classical, but not alternative activation
of macrophages. Despite the increased expression of cathepsin L in the

ANG |nuclei of classically activated macrophages, no cathepsin activity was
detected. Since only pro-inflammatory, but not anti-inflammatory stimuli
induce increased nucleolar localization of SpiA3G, we conclude that SpiA3g
translocation into the nucleolus is important in host defense against
pathogens.

KONJAR, Spela, YIN, Fangfang, BOGYO, Matthew, TURK, Boris, KOPITAR-
JERALA, Natasa. Increased nucleolar localization of SpiA3G in classically but
not alternatively activated macrophages. FEBS lett.. [Print ed.], [in press]
2010, 6 str., doi: 10.1016/j.febslet.2010.03.031.

Tipologija 1.01 Izvirni znanstveni ¢lanek

COBISS.SI-ID |23524135

Studije s konfokalno in elektronsko mikroskopijo znotrajceli¢nih agregacij
stefina B

Intracellular aggregation of human stefin B : confocal and electron
microscopy study

Pokazali smo, da endogeni stefin B tvori manjSe, citoplazmatske agregate
ter, da inhibicija proteasoma pripelje do povecanja koli¢ine endogenega
proteina v celici, vendar tudi do velje agregacije stefina B. Z konfokalno
Opis SLo |mikroskopijo smo ugotovili, da so agregati stefina ko-lokalizirani z
markerjema autofagije LC3 in p62. Delno ko-lokalizacijo agregatov stefina B
pa smo opazili z ubikvitinom ter podenotami proteasoma S20 in S26, kakor
tudi komponentami citoskeleta.

We have shown that endogenous stefin B formed smaller, occasional
cytoplasmic aggregates and inhibition of the proteasome led to an increase
in the amount of the endogenous protein within the cells and also increased
ANG |its aggregation. Stefin B aggregates also co-localized with LC3 and the p62,
markers of autophagy. Stefin B -positive cytoplasmic aggregates were
partially co-localized with ubiquitin, proteasome subunits S20 and S26 and
components of cytoskeleton using confocal microscopy

CERU, Slavko, LAYFIELD, R., ZAVASNIK-BERGANT, Tina, REPNIK, Urka,
KOPITAR-JERALA, Natasa, TURK, Vito, ZEROVNIK, Eva. Intracellular
Objavljeno v |aggregation of human stefin B : confocal and electron microscopy study.
Biol. cell. [Print ed.], 2010, issue 6, vol. 102, str. 319-334, doi:
10.1042/BC20090163.

Tipologija 1.01 Izvirni znanstveni ¢lanek

COBISS.SI-ID (23321639

Sonde usmerjene proti aktivhnemu mesti proteaz kot orodje funkcionalne
proteomske analize proteaz

ANG |Activity-based probes as a tool for functonal proteomic analysis of proteases.

Stevilni mehanizmi, predvsem post translacijske regulacije, lahko vodijo do
precejsSnjih razlik med izrazanjem proteinaz ter njihovo dejansko encimsko
Opis sLo [aktivnostjo. V Clanku so predstavljene strukturne znacilnosti sond,
usmerjenih proti aktivnemu mestu encima, ter uporaba le-teh sond v
Studijah proteinaz z razlicnimi tipi katalitskih mehanizmov

Proteases are known for their multilayered post-translational activity
regulation that can lead to a significant difference between protease

ANG [abundance levels and their enzyme activity. In this article, we present
structural features of activity-based probes for proteases and discuss their
applications in proteomic profiling of various catalytic classes of proteases
FONOVIC, Marko, BOGYO, Matthew. Activity-based probes as a tool for
Objavljeno v  [functonal proteomic analysis of proteases. Expert review of proteomics,
2008, vol. 5, no. 5, str. 721-730.

Tipologija 1.01 Izvirni znanstveni ¢lanek

Objavljeno v

3. |Naslov SLO

ANG

4. |Naslov SLO

2212ARA1R
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COBISS.SI-ID

Sonde proti aktivhemu mestu proteaz: uporaba za odkrivanje biomerkerjev,
molekularno prikazovanje in testiranje zdravil

Activity based probes for proteases : applications to biomarker discovery,
molecular imaging and drug screening

\V ¢lanku je opisan razvoj in uporabo sond za aktivno mesto proteaz, uporaba
teh sond za studij vloge proteaz v patoloskih procesih. Bolj natan¢no smo se
Opis sLo |osredotocili na uporabo le -teh sond pri odkrivanju biomarkerjev, in vivo
prikazovanju ter testiranju zdravil.

5. [Naslov SLO

ANG

In this article, we describe the development and applications of activity
based probes (ABPs) to study proteases and their role in pathological
processes. Specifically we focus on application of this technique for
biomarker discovery, in vivo imaging and drug screening

FONOVIC, Marko, BOGYO, Matthew. Activity based probes for proteases :
Objavljeno v [applications to biomarker discovery, molecular imaging and drug screening.
Curr. ph04997510499751arm. des., 2007, vol. 13, no. 3, str. 253-261.

Tipologija 1.01 Izvirni znanstveni Clanek
COBISS.SI-ID |20499751

ANG

7. Najpomembnejsi druzbeno-ekonomsko relevantni rezultati projektne skupineg

Druzbeno-ekonomsko relevantni rezultat

1. |Naslov sLo [Intracelularni inhibitorji cisteinskih katepsinov v aktiviranih makrofahih

ANG |Intercellular inhibitors of cysteine cathepsin in activated macrophages

\Vodja projekta je predstavila nove spoznanja o vlogi znotrajceli¢nih

Opis SLO finhibitorjev cisteinskih katepsinov v aktiviranih makrofagih, v sekciji Recent
developments sre¢anaja Society for Leukocyte Biology,

Project leader presented recent discoveries about the role of interellular
ANG |inhibitors of cysteine cathepsin in activated macrophages in section Recent
developments; Society for Leukocyte Biology,

Sifra B.04 Vabljeno predavanje

MAHER, Katarina, KONJAR, Spela, CERU, Slavko, BOGYO, Matthew, TURK,
Objavljeno v  [Boris, KOPITAR-JERALA, Natasa. Intercellular inhibitors of cysteine cathepsin
in activated macrophages : Cytokine, 2009, vol. 48, no. 1/2, str. 24.

Tipologija 1.12 Objavljeni povzetek znanstvenega prispevka na konferenci
COBISS.SI-ID (23121959

2. |Naslov sLo (Stefin B regulira aktivnost katepsina L v jedru in interagira s histoni

Stefin B regulates cathepsin L activity in the nucleus and interacts with
histones

Identificirali smo interakcijo stefina B z histoni. Pokazali smo, da povecano
izrazanje stefina B v jedru vpliva na procesiranje CUX 1 transkripcijskega
faktorja. Kot posledico manjSe cepitve CUX 1, smo v celicah v katerih je bil
stefin B Se dodatno izrazen v jedru, izmerili pocasnejsi potek celi¢nega cikla.
Z uporabo FRET metode smo potrdili interakcijo stefina B z krajSo varianto
katepsina L v jedru Zivih celic.

We have identified an interaction between stefin B and the histones.
Increased expression of stefin B in the nucleus influenced processing of CUX1
transcription factor, and as a consequence of diminished cleavage of CUX1,
delayed cell cycle progression was determined. Interaction of stefin B with
the truncated form of cathepsin L in the nucleus was confirmed by FRET
experiments in the living cells.

Sifra B.03 Referat na mednarodni znanstveni konferenci

KOPITAR-JERALA, Naga§a. Stefin B interacts with histones and cathepsin L in
the nucleus. V: GOLICNIK, Marko (ur.), BAVEC, Aljosa (ur.). Joint Congress
of the Slovenian Biochemical Society and the Genetic Society of Slovenia
with International Participation, OtocCec, September 20-23, 2009. Book of
abstracts. Ljubljana: Slovenian Biochemical Society: Genetic Society of
Slovenia, 2009, str. 57. [COBISS.SI-ID ]

ANG

Opis SLO

ANG

Objavljeno v
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1.12 Objavljeni povzetek znanstvenega prispevka na konferenci

COBISS.SI-ID

4261402

. | Naslov

SLO

Lizosomalne proteinaze pri naravnem in specificnem imunskem odzivu

ANG

Lysosomal proteinases in innate and adaptive immune response

Opis SLO

\Vodja projekta je imela predavanje za studente farmacije, biologije in
medicine Univerze Tuzli. Predavala je predvsemo novejsih spoznajih o vlogi
proteinaz pri naravnen in specificnem imunskem odzivu.

ANG

Project leader had a lecture for the pharmacy, biology and medicine students
of Tuzla University ( BiH) Lecture was about recent developments in teh field
of lysosomal proteinases in innate and adaptive immune response.

Sifra

B.04 Vabljeno predavanje

Objavljeno v

KOPITAR-JERALA, Natasa. Lysosomal proteinases in innate and adaptive
immune response : invited talk presented at 12th International Tuzla
summer seminar. Tuzla: University of Tuzla, University of Pharmacy, 4 July
2007. [ COBISS.SI-ID 20863015]

Tipologija

1.12 Objavljeni povzetek znanstvenega prispevka na konferenci

COBISS.SI-ID

20863015

. | Naslov

SLO

Lizosomalni katepsini in znotrajceli¢ni inhibitorji pri aktivaciji makrofagov in
indukciji endotoksinske tolerance

ANG

Lysosomal cathepsins and intracellular inhibitors upon activation of
macrophages and induction of endotoxin tolerance.

Opis SLO

Na 13. mednarodni imunoloski konferenci v Braziliji (13th International
Congress of Immunology) Rio de Janeiro, Brazil, Aug 21-25, 2007.

\V sekciji Makrofagi in Neutrofilci (MS -37) je imela vodja projekta predavanje
v katerem sem predstavila raziskave cisteinskih katepsinov in intracelularnih
inhibitorjev (stefina B in serpina A3G) pri aktivaciji makrofagov in indukciji
endotoksinske tolerance.

ANG

\V: 13th International Congress of Immunology, Rio de Janeiro, Brazil, August
21-25,2007. IMMUNO RIO2007In the section Macrophages and Neutrophils
project leader had a presentation in which she presented resarch about the
role of cysteine cathepsins and intracellular inhibitors (stefin B and SpiA3G)
in macrophage activation and upom the induction of experimental endotoxin
tolerance.

Sifra

B.03 Referat na mednarodni znanstveni konferenci

Objavljeno v

KOPITAR-JERALA, Natasa, KONJAR, Spela, BOGYO, Matthew, TURK, Boris,
TURK, Vito. Lysosomal cathepsins and intracellular inhibitors upon activation
of macrophages and induction of endotoxin tolerance. V: 13th International
Congress of Immunology, Rio de Janeiro, Brazil, August 21-25,2007.
IMMUNO RIO2007. [S. l.: s. n.], 2007, str. 54.

Tipologija

1.12 Objavljeni povzetek znanstvenega prispevka na konferenci

COBISS.SI-ID

21016871

. | Naslov

SLO

Lizosomalnih katepsini in intracelularni inhibitorji pri endotoksinski toleranci.

ANG

Lysosomal cathepsins and intracellular inhibitors in endotoxin tolerance.

Opis SLO

Predavanje na 7. srecanju Slovenskega biokemijskega drustva z mednarodno
udelezbo, 26.-29. septembra 2007 v Mariboru. KOPITAR-JERALA, Natasa:
Lizosomalnih katepsini in intracelularni inhibitorji pri endotoksinski toleranci.
\V sekciji Proteini, struktura funkcija in regulacija sem imela vodja projekta
predavnje v katerem je predstavila vlogo lizosomalnih katepsinov in
intracelularnih inhibitorjev (stefina B in serpina 2A) pri eksperimentalni
endotoksinski toleranci.

ANG

Lecture at 7th Meeting of the Slovenian Biochemical Society with
International Participation, Maribor, September 26th to 29th, 2007.
Lysosomal cathepsins and intracellular inhibitors in endotoxin tolerance. In
section Proteins, structure function and regulation project leader had a
lecture in which she presented ther ole od lysosomal cathepsins and
intracelular inhibitors ( stefin B and SpiA3g) in experimental endotoxin
tolerance.

Sifra
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KOPITAR-JERALA, Natasa, KONJAR, Spela, BOGYO, Matthew, TURK, Boris,
TURK, Vito. Lysosomal cathepsins and intracellular inhibitors in endotoxin
tolerance. V: POKLAR ULRIH, Natasa (ur.), ABRAM, Veronika (ur.), CIGIC,
Blaz (ur.). 7. sreCanje Slovenskega biokemijskega drustva z mednarodno
udelezbo, 26.-29. september 2007 Zbornik povzetkov. Ljubljana: Slovensko
biokemijsko drustvo:

Tipologija 1.12 Objavljeni povzetek znanstvenega prispevka na konferenci
COBISS.SI-ID (23217369

Objavljeno v

8. Drugi pomembni rezultati projetne skupineZ

KOPITAR-JERALA, Natasa. Stefin B regulira aktivnost katepsina L v jedru in interagira s histoni ,
vabljeno predavanje na konferenci SINAPSA Neuroscience Conference '09, 26-29 September
2009, Ljubljana, Slovenia. 2009.

Pedagosko delo: y

Mentorstvo doktorandom . Mlada raziskovalka Spela Konjar je ze napisala doktorat in zagovor
bo junija 2010. HUMAN AND MOUSE PERFORIN ARE PROCESSED IN PART THROUGH CLEAVAGE
BY THE LYSOSOMAL CYSTEINE PROTEINASE CATHEPSIN L Konjar, Spela; Sutton, Vivien;
Hoves, Sabine; Repnik, Urska; Yagita, Hideo; Reinheckel, Thomas; Peters, Christoph; Turk,
Vito; Turk, Boris; Trapani, Joseph; Kopitar-Jerala, Natasa (Immunology, sprejeto v objavo).

E. Zerovnik in M.FonoviC sodelujeta kot nosilca oziroma so nosilca predmetov na Mednarodni
podiplomski Soli JoZefa Stefana. N Kopitar Jerala je mentorica 2 mladima raziskovalkama (Speli
Konjar in Katarini Maher), ter so metorica ( E. Zerovnik- mentorica) Miri Polajnar na MPS 13S.
E. Zerovnik je nosilka stevilnih bilateralnih projektov z tujimi univerzami (Univerza v Tuzli,
Bosna in Hercegovina. Univerza v Nottinghamu, UK., Tallinn University of Technology, Estonia);
¢lanica uredniskega odbora revije Amyloid in ¢lanica Clanica upravnega odbora Sinapse, ter
mentorica 2 mladim raziskovalcem.

Projekt, ki se koncuje se navezuje tudi Bilaterealni projekt sodelava z LR Kitajsko (Vloga
cisteinskih proteinaz in njihovih inhibitorjev pri endotoksinskih toleranci in raku). Vodja projekta
N.Kopitar-Jerala. 5

N Kopitar-Jerala in E. Zerovnik recenzirata znanstvene publikacije za revije z visokim faktorjem
vpliva. M. Fonovic pa se je izpopolnil v proteomiki na Univerzi Stanford, ZDA.

9. Pomen raziskovalnih rezultatov projektne skupine§

9.1. Pomen za razvoj znanostiZ
sLo

Poglavitni namen nasih raziskav je bilo razumevanje osnovnih mehanizmov aktivacije
makrofagov in endotoksinske tolerance. Rezultati so nam dali nov vpogled v fizioloSko viogo
lizosomalnih cisteinskih proteinaz in inhibitorjev med tem procesom. Kot prvi smo pokazali, da
inhibitorji cisteinskih protinaz, cistatini in serpini, lahko regulirajo aktivnost le-teh proteinaz v
jedru. S uporabo FRET metode smo potrdili interakcijo stefina B z katepsinom L v jedru.
Rezultati so prispevali tudi k medicinski stroki, predvsem pri razumevanju mehanizmov
aktivacije in inaktivacije makrofagov. Povecano izrazanje SpiA3G in ko-lokalizacija s
katepsinom L v jedercu samo pri klasi¢no aktiviranih makrofagih, na pa pri alternativno
aktiviranih makrofagih, nakazuje na mozno vloga le-tega inhibitorja pri obrambi pred
patogenimi organizmi .

ANG

The main aim of our research was the understanding of basic mechanisms of activation of
macrophages in endotoxin tolerance. The results gave us a new insight into the physiological
role of lyososmal cysteine proteinases and inhibitors in this process. We were the first to report
that the inhibitors of cysteine proteinases, cystatins and serpins, could regulate the activity of
cysteine cathepsins in the nucleus. With FRET method we confirmed the interaction of cathepsin
L and stefin B in teh nucleus. The results were relevant also for the medical science, mainly for
the understanding of the mechanisms of macrophage activation and inactivation. Increased
expression of SpiA3G in the nucleolus and co-localization with cathepsin L, upon classical, but
not alternative activation of macrophages, points towards the possible role of this inhibitor in
host defense against pathogens.

9.2. Pomen za razvoj Slovenijel?
SLO
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Promocija slovenskega znanstvenega dela na podrocju imunologije in proteolize - raziskovalci,
ki so sodelovali pri projektu, so bili vabljeni predavatelji na domacih ali mednarodnih
konferencah ter imajo publikacije iz podrocja projekta v mednarodnih revijah z visokim
faktorjem vpliva (FV :5). Usposabljanje mladih raziskovalcev na podrocju teme raziskave bo
prispevalo k povecanju Cloveskega potenciala v nasi drzavi in k boljsi prepoznavnosti Slovenije
v svetu. Mladi raziskovalci, ki so sodelovali pri tem projektu, so se seznanili s Stevilnimi novimi
metodami imunologije, biokemije, molekularne in celi¢ne biologije. Pridobljeno znanje se lahko
prenese v nove strategije za selektivno imuno modulacijo v terapevtske namene. Za razvoj
znanosti v Sloveniji je tudi pomembno sodelovanje s skupinami v Evropi, kakor tudi v Avstraliji,
Kitajski in Zdruzenih drzavah Amerike. Sodelujemo samo pri eksperimentih, ki jih v Sloveniji ta
hip Se ne moremo izvesti.

ANG

Promotion of Slovenian research in the field of immunology and proteolysis - researchers
working on the project were invited lecturers at national and international conferences and
have publications in the project field in international journals with high impact factor (IF :5).
Training of young researchers in the research filed will augment the human potential in the
country and also increase the visibility of the country internationally. Young researchers,
working on the project, were trained in a variety of methods in immunology, biochemistry,
molecular and cell biology. Knowledge obtained could be translated into strategies for selective
immuno modulation for the therapeutic benefit. For the scientific development of Slovenia,
collaboration with other research groups in Europe, Australia, China and USA is important. We
collaborate only in experiments that could not be performed in Slovenia at the moment.

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¢nih 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 O bpa 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 ] _|
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F.06 [Razvoj novega izdelka

Zastavljen cilj Opa ONE

Rezultat ’ _|

Uporaba rezultatov ] _|
F.07 [IzboljSanje obstojecega izdelka

Zastavljen cilj O pa ONE

Rezultat ’ _|

Uporaba rezultatov ] _|
F.08 |Razvoj in izdelava prototipa

Zastavljen cilj O pa ONE

Rezultat ’ _|

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

Zastavljen cilj O pA ONE

Rezultat ’ _|

Uporaba rezultatov ] _|
F.10 |IzboljSsanje obstojeCega tehnoloskega procesa oz. tehnologije

Zastavljen cilj O bA ONE

Rezultat ’ _|

Uporaba rezultatov ] =l
F.11 |Razvoj nove storitve

Zastavljen cilj O pa ONE

Rezultat ’ _|

Uporaba rezultatov ] _|
F.12 |IzboljSanje obstojece storitve

Zastavljen cilj (JbA OONE

Rezultat ’ _|

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

Zastavljen cilj O pA ONE

Rezultat ’ _|

Uporaba rezultatov ] =l
F.14 IzboljSanje obstojecih proizvodnih metod in instrumentov oz. proizvodnih

procesov

Zastavljen cilj ObA COINE

Rezultat ’ _|

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

Zastavljen cilj O pA ONE
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Rezultat ’ _|
Uporaba rezultatov ] =l
F.16 [IzboljSanje obstojecega informacijskega sistema/podatkovnih baz
Zastavljen cilj O pa ONE
Rezultat ’ _|
Uporaba rezultatov ] _|
F.17 |[Prenos obstojecih tehnologij, znanj, metod in postopkov v prakso
Zastavljen cilj Opa ONE
Rezultat ’ _|
Uporaba rezultatov ] ~|
F.18 Posredovanje novih znanj neposrednim uporabnikom (seminarji, forumi,
konference)
Zastavljen cilj O pa ONE
Rezultat ’ _|
Uporaba rezultatov ] _|
F.19 |(Znanje, ki vodi k ustanovitvi novega podjetja ("spin off")
Zastavljen cilj ObpA CINE
Rezultat ’ _|
Uporaba rezultatov ] _|
F.20 |Ustanovitev novega podjetja ("spin off")
Zastavljen cilj O pA ONE
Rezultat ’ _|
Uporaba rezultatov ] =l
F.21 [Razvoj novih zdravstvenih/diagnosti¢nih metod/postopkov
Zastavljen cilj O pa ONE
Rezultat ’ _|
Uporaba rezultatov ] _|
F.22 [(IzboljSanje obstojecih zdravstvenih/diagnosti¢cnih metod/postopkov
Zastavljen cilj O bpa ONE
Rezultat ’ _|
Uporaba rezultatov ] ~|
F.23 |Razvoj novih sistemskih, normativnih, programskih in metodoloskih resitev
Zastavljen cilj O pA ONE
Rezultat ’ _|
Uporaba rezultatov ] _|
F.24 Izl\:l).oljéanje obstojecih sistemskih, normativnih, programskih in metodoloskih
resitev
Zastavljen cilj Opa ONE
Rezultat ’ hd
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Uporaba rezultatov ]

F.25 [Razvoj novih organizacijskih in upravljavskih resitev
Zastavljen cilj O pAa ONE

Rezultat ’ _|

Uporaba rezultatov ]

F.26 [IzboljSanje obstojecih organizacijskih in upravljavskih resitev
Zastavljen cilj Opa ONE

Rezultat ]

Uporaba rezultatov ]

F.27 |Prispevek k ohranjanju/varovanje naravne in kulturne dediscine
Zastavljen cilj Opa ONE

Rezultat ]

Uporaba rezultatov ] _|

F.28 |Priprava/organizacija razstave
Zastavljen cilj OpA ONE

Rezultat ’ _|

Uporaba rezultatov ] _|

F.29 |Prispevek k razvoju nacionalne kulturne identitete
Zastavljen cilj O ba ONE

Rezultat ’ _|

Uporaba rezultatov ]

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

Rezultat ’

Uporaba rezultatov ]

F.31 |Razvoj standardov
Zastavljen cilj CObAa ONE

Rezultat ’ _|

Uporaba rezultatov ] _|

F.32 |Mednarodni patent
Zastavljen cilj O pa ONE

Rezultat ’ _|

Uporaba rezultatov ]

F.33 |Patent v Sloveniji
Zastavljen cilj O pa ONE

Rezultat ]

Uporaba rezultatov ]

F.34 |Svetovalna dejavnost
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Zastavljen cilj O bpa ONE

Rezultat ]

Uporaba rezultatov

F.35 |Drugo

Zastavljen cilj O bA ONE

Rezultat ’

Uporaba rezultatov ]

Komentar

11. Samo za aplikativne projekte!

Oznacite potencialne vplive oziroma udinke vasih rezultatov na navedena podrocja

Projekt J-932¢

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| O O O O
G.01.03. [Drugo: O O O O
G.02 Gospodarski razvoj
Goz01 [ty ponudbe nor ololo]o
G.02.02. |Siritev obstojetih trgov O O O @)
G.02.03. |znizanje stroékov proizvodnje O O O O
G.02.04. §$?3?J§:nje porabe materialov in 'S o o '®)
G.02.05. |Razsiritev podrocja dejavnosti O O O O
G.02.06. |Vetja konkurenéna sposobnost @ @) 0 O
G.02.07. |Vedji delez izvoza O O O O
G.02.08. |Povetanje dobicka @ O O o
G.02.09. |Nova delovna mesta O O O O
G.02.10. ZDavFi)%silz;nbiLazbene strukture '® O O '®
G.02.11. |Nov investicijski zagon O O O O
G.02.12. |Drugo: O O O [ ]
G.03 Tehnoloski razvoj
G.03.01. Z:?anvor:giga razsSiritev/posodobitev '® O O '®
G.03.02. 'g:?anvor:gigo prestrukturiranje ® O O ®
G.03.03. |Uvajanje novih tehnologij O O O O
G.03.04. [Drugo: @) O O @)
G.04 Druzbeni razvoj
I I
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G.04.01 |[Dvig kvalitete Zivljenja O O O O
G.04.02. |Izboljganje vodenja in upravljanja O O O O
IzboljSanje delovanja administracije
G.04.03. |\ "2 Vne uprave 5] O O O
G.04.04. |[Razvoj socialnih dejavnosti O O O @)
G.04.05. |Razvoj civilne druzbe O O O O
G.04.06. [Drugo: @) O O @)
Ohranjanje in razvoj nacionalne
G.05. naravne in kulturne dediséine in O O O @)
identitete
Varovanje okolja in trajnostni
G.06. razvoj 5] O O O
G.07 Razvoj druzbene infrastrukture
Informacijsko-komunikacijska
G.07.01. infrastruktura Q o o o
G.07.02. |Prometna infrastruktura @) 0 0 @
G.07.03. |Energetska infrastruktura O O O @)
G.07.04. |Drugo: O O O O
Varovanje zdravja in razvoj
G.08. zdravstvenega varstva o O O O
G.09. Drugo: O O 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
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trajanja projekta je znasala:
Odstotek od utemeljenih stroskov projekta: %
Najpomembnejsi rezultati raziskovanja za sofinancerja Sifra
1.
2.
3.
4,
5.
Komentar
Ocena
3. [sofinancer
Vrednost sofinanciranja za celotno obdobje
.- - - v 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 zaklju¢nega porocila seznanjeni in se strinjajo vsi soizvajalci projekta

Podpisi:

Natasa Kopitar Jerala in

podpis vodje raziskovalnega projekta zastopnik oz. pooblas¢ena oseba RO
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Kraj in datum: |Ljubljana |[20.4.2010

Oznaka porocila: ARRS-RPROJ-ZP-2010-1/140

1 samo za aplikativne projekte. Nazaj

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

3 Realizacija raziskovalne hipoteze. Najvec 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. Najve¢ 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 vklju¢no s presledki), rezultat opisite (najve¢ 600 znakov vklju¢no s presledki) v
slovenskem in angleSkem jeziku, navedite, kje je objavljen (najvec 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 vkljucno 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 vkljuéno s presledki), rezultat opisite (najve¢ 600 znakov vklju¢no s presledki), izberite ustrezen
rezultat, ki je v Sifrantu raziskovalnih rezultatov in u¢inkov (Glej: http://www.arrs.gov.si/sl/gradivo/sifranti/sif-razisk-
rezult.asp), navedite, kje je rezultat objavljen (najvec¢ 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 tockah 6 in 7
(npr. ker se ga v sistemu COBISS ne vodi). Najve¢ 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 Najve¢ 4.000 znakov vklju¢no s presledki Nazaj
10 Najved 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
2C-9A-EF-C2-55-75-FA-03-0C-64-EC-5D-6C-9B-B8-86-8A-B0-99-5A
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