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B. REZULTATI IN DOSEZKI RAZISKOVALNEGA PROJEKTA

2.Povzetek raziskovalnega projektal

SLO

V mnogih temeljnih bioloskih procesih in boleznih, vkljuéno z bakterijskimi infekcijami in
parazitozmom, imajo osrednjo vlogo interakcije med posebnimi proteini in tarénimi membranami.
Proteini, ki poSkodujejo integriteto plazemske ali znotrajceli€nih membran v konéni fazi vodijo v
celicno smrt. Zato je bistvenega pomena razumevanje mehanizmov delovanja proteinov na
membrane na molekulskem nivoju. Za Stevilne proteine, ki reagirajo z membranami, $e vedno ni
zadovoljive razlage o tem, kako poskodujejo celicno membrano. V evoluciji so se razvili subtilni
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mehanizmi, ki omogocajo invazijo molekul in celo organizmov v celice brez obseznih poSkodb
membrane ali okoliSnjega tkiva. Ti vklju€ujejo dinamicno preoblikovanje membran, podobno tistim,
ki se dogajajo pri celicnem gibanju, delitvi, podaljSevanju dendritov in vezikularnem transportu. V
tem projektu smo Zeleli raziskati nekatere od teh aktivnosti pri pomembni naddruzini proteinov:
kompleks membranskega napada/perforina in od holesterola odvisnih citolizinov (angl. membrane
attack complex/perforin and cholesterol-dependent cytolysins, MACPF/CDC).

Proteinska naddruzina MACPF/CDC (>350 ¢lanov) je definirana na osnovi podobnosti zaporedij
proteinov imunskega sistema (kompleksa membranskega napada komplementa, ang. Membrane-
Attack Complex, MAC, in PerForiNa, PFN) ter na osnovi strukturne podobnosti z od holesterola
odvisnimi citolizini (ang. cholesterol-dependent cytolysins, CDC). Podobna zgradba nakazuje na
mozne podobne mehanizme delovanja MACPF proteinov pri procesu tvorbe transmembranskih
por. Proteini MACPF in CDC tako predstavljajo ohranjeno proteinsko naddruzino, povezano s
temeljnimi procesi pri okuzbah in imunosti. Glavna funkcijska znacilnost te proteinske naddruZine
je sposobnost tvorbe transmembranskih por. Pokazali so, da MACPF/CDC proteini na povrSini
membrane tvorijo nepopolne prstane ali loke, ki so funkcionalni in morda skupaj z membranskimi
lipidi tvorijo stene membranske pore. Poleg tega nekateri MACPF/CDC proteini sploh nimajo
sposobnosti tvorbe por. Potrebno je torej doloditi ali je interakcija z membranami sploh potrebna
za aktivnost vseh proteinov te druZine.

V okviru predlaganega projekta smo Zeleli raziskati biokemijske in nekatere strukturne lastnosti
listeriolizin O (LLO) iz bakterije Listeria monocytogenes in glivni dvokomponentni protein, ki tvori
pore, ostreolizin (Oly). PFN in LLO sta biokemijsko dobro opredeljena, medtem ko so lastnosti in
funkcija Oly in ostalih podobnih proteinov 3e vedno vedinoma neznane. Glavni cilj projekta je
opisati molekulske mehanizme, s katerimi navedeni proteini povzroajo vecje in manjSe
spremembe v strukturi lipidnih membran. Takdne spremembe membrane so povezane z biolosko
vlogo teh proteinov in lahko prispevajo k novim pogledom na mehanizme, s katerimi ubijajo tarCne
celice.

ANG

Protein-membrane interactions have a central role in many fundamental biological processes and
diseases, including bacterial infections and parasitism. Protein-induced damage of plasma or
intracellular membranes integrity leads ultimately to cell death. It is, therefore, important to
understand how proteins affect membranes at the molecular level. How proteins break the
membrane barrier is still not satisfactorily explained for many diverse groups of membrane
interacting proteins. Subtle mechanisms have evolved that allow the invasion of molecules and
even organisms through cells without gross damage of membranes or nearby tissues. They
involve dynamic remodelling of membranes, similar to those in movement, division, extension of
neuronal arbors and vesicle trafficking. In this project we plan to study some of such activities of
an important protein superfamily, the membrane attack complex/perforin and cholesterol-
dependent cytolysin (MACPF/CDC) proteins.

The MACPF/CDC protein family (>350 members) was defined on the basis of sequence similarity
between proteins of the immune systems Membrane-Attack Complex (MAC) of the complement
system and PerForiN (PFN), and structural similarity to cholesterol-dependent cytolysins (CDC).
The similar architecture by analogy implies that MACPF proteins might act by a similar mechanism
of transmembrane pore formation. MACPFs and CDCs thus represent an ancient protein lineage
associated with fundamental processes in infection and immunity and, hence, they are collectively
referred to as the MACPF/CDC superfamily. Transmembrane pore formation is the hallmark
characteristic of this protein family, however, membrane perforation is not all that these proteins
are capable of. It was shown that MACPF/CDCs may form incomplete rings or arcs on the surface
of the membrane, which are functional and possibly lined with membrane lipids in the ion
conductive pathway. Furthermore, not all of the MACPF/CDC proteins possess pore forming
activity and it remains to be determined even if membrane interactions are needed for the activity
of all of them.

In the proposed project we plan to study biochemical and some structural properties of protein-
lipid complexes induced by several MACPF/CDC proteins: human PFN, listeriolysin O (LLO) from
Listeria monocytogenes, and a fungal bicomponent pore forming protein ostreolysin (Oly). While
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PFN and LLO are extensively biochemically characterised, properties and function of Oly and
other similar proteins are largely unkown. The main aim of this project is to describe the molecular
mechanism of large- and small-scale changes in membrane structure induced by these proteins.
Such membrane changes are connected with biological role of these proteins and can open new
horizons to understand how they Kill target cells.

3.Porocilo o realizaciji predlozenega programa dela na raziskovalnem projektu?2

V projektu smo raziskovali delovanje MACPF/CDC proteinov s poudarkom na biolo3ki aktivnosti
in tvorbi transmembranskih por. MACPF/CDC proteini imajo pomembno vliogo v bakterijski
patogenezi, imunskem sistemu in razvoju organizmov. V projektu rsmo raziskovali predvsem
delovanje CloveSkega perforina, listeriolizina O (LLO) iz bakterije Listeria monocytogenes in
nekatere MACPF proteine, ki jih najdemo pri glivah.V projektu smo zasledovali naslednje
specificne cilje:

i) Opredelitev novih glivnih dvokomponentnih MACPF/CDC proteinov,

ii) Razvoj sond za oznacevanje membran,

iii) Dolocitev atomske strukture LLO,

iv) Dolocitev strukturnih in funkcionalnih lastnosti por, ki jih povzro¢ajo MACPF/CDC proteini in

v) Opis vegjih strukturnih sprememb membrane, ki jih povzroajo MACPF/CDC proteini

i) Opredelitev novih glivnih dvokomponentnih MACPF/CDC proteinov

Opravili smo podrobno bioinformatsko analizo prisotnosti komponent A in B pri glivah. Na spletu
sta preko baze podatkov MycoCosm dosegljiva genoma dveh razli¢nih sevov glive Pleurotus
ostreatus. Ob njuni analizi smo ugotovili, da sta genomska zapisa za gena PIlyA in PlyB
neposredna soseda in se pod razliénimi pogoji prepisujeta v RNA. Na ustanovi Joint Genome
Institute (JGI) so nedavno dolocili genome 8 vrst iz rodu Aspergillus, zaporedja so dostopna preko
baz podatkov MycoCosm in Aspergillus Genome Database (AspGD). Ugotovili smo, da so zapisi
za gen A prisotni pri vseh vrstah Aspergillus, ponekod tudi po dvakrat, zapisi za B pa samo v
nekaterih primerih; tam je gen B lahko sosednji, lahko pa se nahaja tudi Se nekje drugje v
genomu. ldeja konzorcija EUFGEN: EURotiales Functional GENomics consortium je primerjati
nova genomska zaporedja z Ze poznanimi zaporedji tudi in vivo, zato smo vrste Aspergillus s
poznanim genomom prejeli iz zbirke mikroorganizmov CBS-KNAW fungal biodiversity centre. Oba
proteina A iz egerolizinske druZine proteinov v glivi A. niger smo izrazili v bakteriji E. coli. Enega
od obeh smo o¢istili, odrezali His rep in preverili hemoliti€no aktivnost. Ta protein ni bil hemoliti¢no
aktiven, niti samostojno niti v kombinaciji s PlyB. Z namenom razumeti bioloSko vlogo teh
proteinov pri glivi A. niger smo raziskali izrazanje teh proteinov in ugotovili, da se uzrazajo
predvsem ob nastanku primordijev gliv. Raziskali smo tudi nekatere stresne pogoje in kako
vplivajo na izrazanje. To delo Se poteka v okviru doktorske disertacije Maruse Novak. Raziskali
smo distibucijo proteinov z MACPF-domeno in egerolizinskih proteinov v glivah, ter komentirali
njihovo biolosko vlogo v organizmih, ki jih proizvajajo (Ota et al. (2014) [COBISS.SI-ID 3121999]).

Nadalje smo okarakterizirali elektrofizioloSke lastnosti pore, ki jih ostreolizin A ustvari v

membranah zivih celic (CHO in neuroblastomske celice) v kombinaciji s proteinom iz naddruzine
MACPF, pleurotolizinom B. Ugotovili smo, da citolitiéni kompleks OIyA/PlyB tvori ionsko

neselektivhe pore, ki se razlikujejo v velikosti in prevodnosti. Ta del projekta je bil objavljen v

Schlumberger et al. (2014) [COBISS.SI-ID 2958415]. Opisali smo tudi mehanizem tvorbe pore

bikomponentnega kompleksa OIyA/PlyB in opisali strukturne lastnosti takSnih por (Ota et al.

(2013) [COBISS.SI-ID 26868007]). lzkazalo se je, da so pore glivnih dvokomponentnih

MACPF/CDC proteinov presenetljivo podobne tistim, ki jih tvorijo MACPF proteini in od holesterola-
odvisni bakterijski citolizini.

Razporeditev, bioloske aktivnosti ter biotehnoloske in biomedicinske aplikacije egerolizinskih
proteinov smo opisali tudi v preglednem ¢lanku. Egerolizini imajo namre¢ Sirok razpon morebitnih
biotehnoloskh in biomedicinskih aplikacij (lahko sluzijo kot oznacevalci membranskih lipidnih
domen, kot biomarkeriji izpostavljenosti glivam, njihovi geni lahko sluzijo kot tarCe za detekcijo gliv
v Casu okuzbe, protitelesa proti egerolizinom pa so lahko orodja za dolo€anje glivnh patogenov)
(Novak et al. (2015) [COBISS.SI-ID 3264591]).

ii) Razvoj sond za oznaéevanje membran
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Membranski rafti so udelezeni v Stevilnih kljuénih bioloskih procesih v zdravem organizmu, saj
delujejo kot platforme za ustaljene signalizacijske poti, obenem pa njihova disfunkcionalnost ali
okvara privede do razlicnih bolezenskih stanj. Za membranske rafte je tako bilo ugotovljeno, da
igrajo pomembno viogo v nevroloSkih, (Alzheimerjeva, Parkinsonova in prionske bolezni) in
kardiovaskularnih boleznih, v karcinogenezi in pri imunskih boleznih kot je sistemski lupus
eritematozus ter pri okuzbi z virusom HIV, kar naredi membranske rafte iziemno zanimive tare v
lu¢i farmakoloSkih pristopov za zdravljenje in preprecevanje teh bolezni. V okviru projekta smo
razvili stabilno, netoksiéno rekombinantno fluorescenéno razliico proteina ostreolizina A za
katerega smo pokazali, da se veze na s holesterolom in sfingomielinom bogata podrocja v
membranah celic. Z omenjenim oznacevalcem smo tudi dokazali obstoj teh domen v celicah in
spremljali njihovo dinamiko potovanja po celici. Razvita molekula bi lahko v prihodnosti sluzila kot
kljuéno (in do sedaj edino) orodje v bazi¢nih in aplikativnih biomedicinskih raziskavah biologije
membranskih raftov in z njimi povezanih patoloskih stanj. Ta del projekta je bil objavljen v ¢lanku
Skocaj et al. (2014) [COBISS.SI-ID 3072591]. Delo, ki je potekalo v okviru doktorske naloge
Mateja Skocaja je bilo nagrajeno s Krkino nagrado.

S kolegi iz Japonske (skupina Toshihida Kobayashi-ja, Riken, Tokyo) smo tudi objavili ¢lanek, ki
opisuje lipidno specificnost proteina ekvinatoksina v primerjavi s proteinom lizeninom (Rieko et al.
(2012) [COBISS.SI-ID 5025562]).

iii) Dolocitev atomske strukture LLO

Ocistili smo tudi znatne koli¢ne proteina listeriolizina O in nekatere njegove mutante(MACPF/CDC
protein iz bakterije Listeria monocytogenes). Pridobljene proteine, predvsem divji tip in mutirano
razli€ico, ki ni aktivna pri viSjem pH, smo poskusili kristalizirati. Za divji tip smo v nekaterih pogojih
pridobili kristale in jim preliminarno opredelili lastnosti, vendar smo ugotovili, da niso primerni za
nadaljnje delo. Kristalizacijske pogoje za divji tip in mutanto smo razSirili na

dodatne pogoje (razlitna sestava pufrov, razlicne temperature), vendar je v vmesnem &asu o
kristalni zgradbi poro€ala skupina iz Nemcije.

Delo smo zato usmerili v nekatere od mutant, ki kaZejo spremenjeno aktivnost, saj bi na ta nacin
podrobno opredelili molekulski mehanizem delovanije listerioliozina. S sodelavci na biofizikalnem
inStitutu v Trentu (skupina Maura Dalla Serre) smo pripravili oCiS€ene verzije mutantov
listeriolizina O in jim opredelili funkcijske lastnosti (hemoliza in poskusi na planarnih lipidnih
membranah). Opredelili smo mutante proteina na mestu 311, kjer je v listeriolizinu prisoten
histidin, pri vseh ostalih homologih pa druge aminokisline. Ker je listeriolizin od pH odvisen protein
smo ta histidin zamenjali v druge aminokisline in pokazali, da takS8na zamenjava po vsej
verjetnosti ne vpliva na pH specificnost proteina, ampak generalno na njegovo stabilnost.
Rezultate smo objavili letos (Podobnik et al., Scientific Reports, sprejeto v tisk). Dodatno so
zanimivi poskusi na planarnih lipidnih membranah, kjer smo spreminjali sestavo lipidov. Ta poskus
smo opravili samo z divjim tipom listeriolizina in pokazali, da je tvorba por mo¢no odvisna od
prisotnosti holesterola in drugih lipidov. Objavili smo tudi ¢lanek v katerem smo opisali nekatere
lastnosti listeriolizina (npr. od pH odvisno agregacijo in funkcijske lastnosti, ki so pomembne za
njegovo aktivnost) (Bavdek et al. (2012) [COBISS.SI-ID 4881690]).

Za raziskave delovanje MACPF/CDC proteinov je izjemno uporabna metoda planarnih lipidnih
membrane, ki smo jo uporabili za analizo lastnosti por divjega tipa listeriolizina in nekaterih
njegovih mutantov. S sodelavci iz Italije smo objavili pregledni ¢lanek o uporabi te metode pri
raziskovanju delovanje od holesterola odvisnih citolizinov (Marchioretto et al. (2013) COBISS.SI
ID 5308186).

iv) Doloéitev strukturnih in funkcionalnih lastnosti por, ki jih povzroéajo MACPF/CDC
proteini

V bakulovirusnem sistemu za izrazanje proteinov nam je uspelo pripraviti funkcionalen ¢loveski in
mi§ji perforin. To je izjemno zahteven protein in razvili smo sistem za izraZanje rekombinantnega
perforina v insektnih celicah. Uspelo nam je pridobiti mikrogramske koli¢ine aktivhega proteina in
tudi nekatere neaktivne mutante, ki smo jih uporavili pri raziskovanju interakcij z membranami.
Izvedli smo tudi nekaj funkcijskih Studij, kjer smo raziskovali, kako se na protein veZejo nekateri
dvovalentni ioni in kaj to pomeni za hemolitsko aktivnost. Z biofizikalnimi metodami povrsinske
plazmonske resonance in termoforeze smo opredelili interakcije rekombinantnega misjega in
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nativnega CloveSkega perforina in dolo€ili KD za vezavo kalcijevih ionov. Le-ti so izjemno
pomembni za interakcije z lipidnimi membranami, saj brez vezave ionov le-te ne potecejo. To delo
je potekalo v okviru doktorske disertacije Omarja Naneha in je pripravljeno za objavo. |zraZzanje in
Cis€enje misjega perforina in njegove funkcijske lastnosti smo opisali v znanstvenem ¢lanku, ki ga
bomo v kratkem poslali v objavo.

Objavili smo dva pregledna ¢lanka v katerih smo opisali tvorbo transmembranskih por proteinov
MACPF/CDC. Le-te se lahko tvorijo s t.i. loki, ki so nezakljuéene agregirane oblike proteinov na
membranah, a so hkrati sposobne tvorbe pore (Gilbert et al. (2013) [COBISS.SI-ID 5056026] in
Gilbert et al. [COBISS.SI-ID 5633526]). En od &lankov je bil objavljen v najbolj8i znanstveni reviji s
podrocje biokemije in molekularne biologije, Trends in Biochemical Sciences.

v) Opis vegéjih strukturnih sprememb membrane, ki jih povzroé¢ajo MACPF/CDC proteini

Za Studij morfoloSki sprememb lipidnih membran po vezavi proteinov MACPF/CDC smo pripravili
orjaske unilamelarne vezikle (ang. giant unilamellar vesicles) iz ostankov eritrocitnih membran.
Modelnemu sistemu smo opredelili funkcijske lastnosti (prisotnost funkcionalnih proteinov,
prisotnost lipidov, integriteta membran itn.). Objavili smo publikacijo, kjer opisujemo pripravo
orjaskih unilamelarnih veziklov iz eritrocitnih membran s pomocjo elektorporacije (Mikelj et al.
(2013) COBISS.SI-ID 36978693). Orjaske unilamelarne vezikle smo uporabili tudi pri raziskovanju
lastnosti por listeriolizina in neaktivne mutante. Pokazali smo, da LLO tvori pore, ne pa invaginacij
kot npr. perforin. S fluorescencnimi dekstrani smo opredelili kinetiko vhajanja molekul skozi pore in
velikost pore. Delo bomo nadaljevali v okviru doktorske naloge SaSe Rezelj in raziskali vpliv
lipidov na lastnosti por.

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

Ocenjujemo, da smo v glavnem realizirali zastavljene cilje projekta. Pripravili smo nekatere od
proteinov MACPF/CDC in opredelili nekatere njihove lastnosti. Predvsem smo podali pomemben
vpogled v mehanizem interakcij z lipidnimi membranami in tvorbe pore za proteina perforin in
listeriolizin. Opredelili smo tudi lastnosti glivhega proteina MACPF/CDC iz A. niger in nakazali
njegovo biolosko aktivnost.

Zastavljene vmesne cilje smo realizirali v celoti:

- oCistili smo vse proteine, ki smo jih potrebovali za Studije, vkljuéno s perforinom, listeriolizinom in
obemi komponentami MACPF/CDC proteina iz glive A. niger.

- pripavili smo poliklonska protitelesa proti OlyA in OlyB in tudi protitelesa proti proteinu A145 A.
niger (manjSa podenota proteina MACPF/CDC), ker ni bilo v na€rtu projekta.

- opisali smo funkcijske lastnosti LLO in nekaterih mutantov na razli¢nih lipidnih membranah.

- razvili smo fluorescenéno sondo na osnovi OlyA in raziskali njeno razporeditev v celicah.

- pripravili smo modelni sistem za raziskovanje efektov proteinov MACPF/CDC (orjaski

unilamelarni vezikli pripravljeni iz eritrocitnih membran) in opredelili smo interakcije nekaterih
MACPF/CDC proteinov z njimi (npr. listeriolizin).

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

Program raziskovalnega projekta se ni spremenil. Bilo je nekaj manjsih kadrovskih sprememb
pri skupinah, ki sodelujejo na projektu, ki pa na izvedbo niso vplivala.

6.Najpomembnejsi znanstveni rezultati projektne skupines

Znanstveni dosezek
1. |COBISS ID 5633562 Vir: COBISS.SI

Naslov SLO [Tvorba pore na meji interfazi med proteini in lipidi
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ANG [Membrane pore formation at protein-lipid interfaces

V preglednem clanku v eni od najbolj prestiznih biokemijskih revij smo
objavili pregled delovanja nekaterih MACPF/CDC proteinov, s poudarkom na

Opis SLO |tvorbi por s t.i. loki. V zadnjem Casu se je izkazalo, da transmembranske
pore lahko nastanejo tudi z nepopolnimi agregati proteinov MACPF/CDC, pa
tudi drugih.

We have described pore formation by MACPF/CDC proteins in one of the
best biochemical journals. We discuss pore formation of MACPF/CDC
ANG [proteins, and others, with an emphasis on formation of pores by arcs,
which are unfinished rings formed at the surface of lipid membranes by
pore-forming proteins.

Elsevier Trends Journals; TiBS; 2014; Vol. 39, issue 11; str. 510-516;
Impact Factor: 13.522;Srednja vrednost revije / Medium Category Impact
Objavljeno v |Factor: 3.814; A": 1;A": 1; WoS: CQ; Avtorji / Authors: Gilbert Robert J.,
Dalla Serra Mauro, Froelich Christopher J., Wallace Mark I., Anderluh

Gregor
Tipologija 1.02 Pregledni znanstveni ¢lanek
2. |COBISS ID 5056026 Vir: COBISS.SI

Naslov SLO |Efekti proteinov MACPF/CDC na lipidne membrane

ANG |Effects of MACPF/CDC proteins on lipid membranes

V preglednem ¢lanku smo opisali, kako protieni MACPF/CDC vplivajo na
Opis SLo |lipidne membrane. Povzeli smo njihove lastnosti zgradbe in delovanja, s
poudarkom na tvorbi transmembranskih por.

Recent work on the MACPF/CDC superfamily of pore-forming proteins has
focused on the structural analysis of monomers and pore-forming
oligomeric complexes. We set the family of proteins in context and highlight
aspects of their function which the direct and exclusive equation of
oligomers with pores fails to explain. Starting with a description of the
distribution of MACPF/CDC proteins across the domains of life, we proceed
to show how their evolutionary relationships can be understood on the

ANG |basis of their structural homology and re-evaluate models for pore
formation by perforin, in particular. We furthermore highlight data showing
the role of incomplete oligomeric rings (arcs) in pore formation and how
this can explain small pores generated by oligomers of proteins belonging
to the family. We set this in the context of cell biological and biophysical
data on the proteins' function and discuss how this helps in the
development of an understanding of how they act in processes such as
apicomplexan parasites gliding through cells and exiting from cells.

Birkhduser; Cellular and molecular life sciences; 2013; Vol. 70, issue 12;
str. 2083-2098; Impact Factor: 5.856;Srednja vrednost revije / Medium
Objavljeno v |Category Impact Factor: 3.814; A': 1; WoS: CQ, DR; Avtorji / Authors:
Gilbert Robert J., Mikelj Miha, Dalla Serra Mauro, Froelich Christopher J.,
Anderluh Gregor

Tipologija 1.02 Pregledni znanstveni Clanek

3. |COBISS ID 26868007 Vir: COBISS.SI

Membranski holesterol, sfingomielin in ostreolizin A so nujno potrebni za

Naslov SLO . . ..
tvorbo por povzrocenih s plevrotolizinom B

Membrane cholesterol and sphingomyelin, and ostreolysin A are obligatory
ANG |for pore-formation by a MACPF/CDC-like pore-forming protein,
pleurotolysin B

Iz gobe Pleurotus ostreatus smo izolirali nativha bikomponentna proteinska
tvorca por ostreolizin A (OlyA) in pleurotolizin B (PlyB) ter pripravili njune
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rekombinantne razli¢ice, da smo preucili njuno vezavo na lipide in
mehanizem tvorbe transmembranskih por v naravnih in umetnih lipidnih
membranah. Pokazali smo, da se OlyA selektivho veZze na membrane s
povecano vsebnostjo holesterola in sfingomielina, vendar jih sam ne
permeabilizira. DeltaPlyB, z delecijo na Nkoncu in z domeno kompleksa
komplementa/perforina (MACPF), je spontano oligomeriziral v raztopini in
se le Sibko in nespecificno vezal na lipide in sam ni permeabiliziral
membran. Opredelili smo strukturne lastnosti por. Na osnovi strukturnih in
funkcionalnih lastnosti so te pore zelo podobne tistim, ki jih tvorijo MACPF
proteini in od holesterolaodvisni bakterijski citolizini.

Opis SLO

From the fungus Pleurotus ostreatus, we isolated native bicomponent pore
forming proteins, ostreolysin (OlyA) and pleurotolysin B (PlyB), and
produced their recombinant variants, to study their lipidbinding
characteristics and mechanism of poreformation in natural and artificial
lipid membranes. We showed that OlyA binds selectively to membranes rich
in cholesterol and sphingomyelin, but it does not permeabilize them. The
recombinant, Nterminally truncated deltaPlyB with the membrane

attack complexperforin (MACPF) domain, spontaneously oligomerized in
solution, and bound weakly and unspecifically to lipid membranes but was
not able to perforate them on its own. However, binding of deltaPlyB to the
ANG [cholesterol and sphingomyelinenriched membranes, and consequently,
their permeabilization was dramatically promoted in the presence of OlyA.
On these membranes, deltaPlyB and OlyA formed predominantly 13meric
oligomers, with outer 19.7 nm and 4.9 nm inner diameter, as imaged with
electron microscopy. These oligomers representing transmembrane pores
could dimerize and thus promoted aggregation of vesicles. We found that
OlyA is obligatory for the deltaPlyB binding to membranes rich in
cholesterol and sphingomyelin and their permeabilization. Based on the
structural and functional characteristics of deltaPlyB/OIlyA pores, it was
shown that they are similar to MACPF proteins and bacterial
cholesteroldependent cytolysins (CDC).

Masson & cie; Biochimie; 2013; Vol. 95, iss. 10; str. 1855-1864; Impact
Factor: 3.123;Srednja vrednost revije / Medium Category Impact Factor:
Objaviljeno v |3.814; WoS: CQ; Avtorji / Authors: Ota Katja, Leonardi Adrijana, Mikelj
Miha, Skocaj Matej, Wohlschlager Therese, Kiinzler Markus, Aebi Markus,
Narat Mojca, Krizaj Igor, Anderluh Gregor, Sepci¢ Kristina, Macek Peter

Tipologija 1.01 Izvirni znanstveni ¢lanek
4, |COBISS ID 5025562 Vir: COBISS.SI

Subceli¢na lokalizacija sfingomielina na osnovi uporabe dveh sond, ki

sLo
Naslov temeljita na toksinih, ki tvorijo pore

Subcellular localization of sphingomyelin revealed by two toxin-based

ANG . .
probes in mammalian cells

Sfingomielin je pogost lipid celicnih membran. Znotrajceli¢na razporeditev
sfingomielina ostaja nepojasnjena. Tukaj smo za oznacevanje sfingomielina
uporabili dve razli¢ni sond, temeljeci na proteinih: ekvinatoksin iz morske
vetrnice in lizenin iz dezevnika. Pokazali smo, da ima plazemska membrana
sfingomielin v razlicnih domenah: taksne, ki se obarvajo samo z lizeninom,
z ekvinatoksinom ali taksne, ki jih obarvata obe sondi. Uporaba dveh
razlicnih sond bo omogocdila dodaten vpogled v razli¢ne procese v celicah,
kjer je vkljucen sfingomielin.

Opis sLo

Sphingomyelin is an abundant lipid of cell membranes. The subcellular
distribution of sphingomyelin remains unexplained. Here we examined
staining of sphingomyelin in plasma membranes by two different probes,
equinatoxin, a protein from sea anemones, and lysenin, a protein from
earthworm. We show that plasma membrane has heterogeneous
sphingomyelin pools: a pool stained by only lysenin, by Eqtll, and one that

ANG

Porocilo;:ARRS-RPROJ-ZP-2015/244 Stran 7 od 18



Zakljuéno porocilo raziskovalnega projekta - 2015

is stained by both toxins. The use of the two sphingomyelin-binding probes
will provide additional insights into various sphingomyelin- mediated
processes in cells.

Blackwell Science; Genes to cells; 2012; vol. 17, iss. 8; str. 720-727;
Objavljeno v  |Avtoriji / Authors: Yachi Rieko, Uchida Yasunori, Balakrishna Bhat Hema,
Anderluh Gregor, Kobayashi Toshihide, Taguchi Tomohiko, Arai Hiroyuki

Tipologija 1.01 Izvirni znanstveni ¢lanek

5. [COBISS ID 4881690 Vir: COBISS.SI

Naslov SLO | pH odvisnost agregacije in tovrbe por listeriolizina O

ANG [pH dependence of listeriolysin O aggregation and pore-forming ability

Listeriolizin O je pomemben virulen¢ni dejavnik, vpletena v pobeg bakterije
Listeria monocytogenes iz fagolizosoma. pH odvisno delovanje Se ni
popolnoma razsjasnjeno in tukaj smo raziskali funkcijske in strukturne
Opis SLO |lastnosti listeriolizina O. Pokazali smo hitro agregira pri temperaturah nad
30 stopinj in pri nevtralnem pH. Agregati imajo biofizikalne lastnosti
amiloida. Predlagamo, da LLO spontano agregira pri nevtralnem pH in da je
to lahko glavni mehanizem njegove inaktivacije.

Listeriolysin O is the major factor implicated in the escape of Listeria
monocytogenes from the phagolysosome. It is not understood entirely how
pH specific mechanism of action is achieved by this protein. Here we
studied functional and structural properties of this protein and showed that
it rapidly aggregates at temperatures above 30 degrees and at neutral pH.
The aggregates had the biophysical properties of amyloid. We therefore
suggest that LLO spontaneously aggregates at the neutral pH found in the
host cell cytosol and that this is a major mechanism of LLO inactivation.

Blackwell; FEBS journal; 2012; Vol. 279, iss. 1; str. 126-141; Impact
Factor: 4.250;Srednja vrednost revije / Medium Category Impact Factor:
Objavljeno v |3.761; WoS: CQ; Avtorji / Authors: Bavdek Andrej, Kostanjsek Rok,
Antonini Valeria, Lakey Jeremy H., Dalla Serra Mauro, Gilbert Robert J.,
Anderluh Gregor

ANG

Tipologija 1.01  Izvirni znanstveni ¢lanek

7.Najpomembnejsi druzbeno-ekonomski rezultati projektne skupinet

Druzbeno-ekonomski dosezek

1. |COBISS ID Vir: vpis v porocilo

Naslov SLo |Domaca nagrada za raziskovalno delo

ANG | A domestic awarsd for achievements in science

Opis sLo |Preglova nagrada Kemijskega instituta za vrhunske dosezke

Pregl prize of the National Institute of Chemistry for extraordinary

ANG -
achievements

Sifra E.01 Domace nagrade

http://www.ki.si/novice/single-prikaz/novice/novica/kemijski-institut-
Objavljeno v |danes-otvoril-preglov-raziskovalni-center-in-podelil-preglovo-nagrado-za-

izjemne/
Tipologija 3.25 Druga izvedena dela
2. |COBISS ID 5288730 Vir: COBISS.SI

Naslov SLo |Delo z gensko spremenjenimi organizmih [!] in varnost pri delu

ANG |Work with genetically modified organisms
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Opis SLo

Dijake nove generacije raziskovalcev ved o Zivljenju in poletnega
raziskovalnega tabora smo pripravili na delo z gensko spremenjenimi
organizmi v obilki dveh izobrazevanj in ustreznih uc¢nih gradiv.

ANG

A new generation of researchers, students of life sciences and college
pupils, were prepared to work with genetically modified organisms in two
courses and by using relevant teaching materials.

Sifra

D.08 Upravljanje in razvoj raziskovalnega dela

Objavljeno v

Ministrstvo za izobraZevanje, znanost in Sport; 2013; 17 str.; Avtorji /
Authors: Krasevec Nada, Husi¢ Muharem

Tipologija

2.05 Drugo uc¢no gradivo

COBISS ID

Vir: vpis v porocilo

Naslov SLO

Clan uredni$kega odbora znanstvene revije

ANG

Member of editorial board of scientific journal

Opis SLO

Gregor Anderluh je ¢lan uredniSkega odbora znanstvene revije Analytical
Biochemistry (ISSN: 0003-2697). Med clani uredniskega odbora je edini
Slovenec, v njem je samo nekaj evropskih ¢lanov. Analytical Biochemistry
je vodilna revija na podrocju analitske kemije (JCR uvrstitev 9/68) in
biokemijske metodologije (18/56). Je tudi v zgornji polovici revij s podrocja
biokemije in molekuslke biologije (106/262). Trenutni faktor vpliva (2012)
je 2.305. Letno izide 22 stevilk.

ANG

Gregor Anderluh is a member of the editorial board of the scientific journal
Analytical Biochemistry (ISSN: 0003-2697). He is the only Slovenian and
one of the few European researchers in the editorial board. Analytical
Biochemistry is one of the leading journals in the fields of analytical
chemistry (JCR ranking 9/68) and biochemical methodology (18/56). It is
also in the top half of the journals in the fields of biochemistry and
molecular biology (106/262). The current (2012) impact factor of the
journal is 2.305. Twenty two numbers are issued annually.

Sifra

C.06 Clanstvo v uredniékem odboru

Objavljeno v

http://www.journals.elsevier.com/analytical-biochemistry-methods-in-the-
biological-sciences/

Tipologija 4.00 Sekundarno avtorstvo
COBISS ID 5537050 Vir: COBISS.SI
Naslov SLO [Poletna delavnica Genetika
ANG [Summer workshop Genetics
Organizirali smo poletno delavnico s podrocja genetike, molekularne
. biologije in biokemije. Delavnica je bila organizirana z namenom priblizati
Opis SLO SO T T ; . Y
te bioloske discipline Sirsi javnosti, predvsem pa jih na zabaven nacin
prikazati otrokom.
We have organised a summer workshop from the fields of genetics,

ANG molecular biology and biochemistry. We organised the workshop in order to
promote these biological disciplines to wider public. In particular we wished
to bring them closer to children.

Sifra D.10 Pedagosko delo

Objavljeno v

Kemijski institut; 2014; II, 25 str.; Avtorji / Authors: Bedina Zavec
Apolonija, Krasevec Nada, Lenarci¢ Jelka, Mohori¢ Luka, Kosir Nika, Tkalec
Kristijan, Zabret Blaz, Rojko Nejc, Juvan Neza, Cajnko Misa Mojca, Jamnik
Maja, Tomsic¢ Tea, Decko Urska, Anderluh Gregor

Tipologija

2.05  Drugo ucno gradivo
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8.Drugi pomembni rezultati projetne skupine?

9.Pomen raziskovalnih rezultatov projektne skupinet

9.1.Pomen za razvoj znanosti?2

SLO
Projekt je bil usmerjen v raziskovanje temeljnih biomedicinskih procesov in pomembnih
molekul: vlogo proteinov pri modeliranju celicnih membran, 3D zgradbo membranskih proteinov
in novo skupino MACPF proteinov, ki specificno reagira z membranskimi nanodomenami
(»lipidnimi rafti«). Spremembe strukture celicnih membran posredovane s proteini so klju¢ne za
mnoge celi¢ne procese, kot npr fuzija ali fizija membran ali preoblikovanje oblike celi¢nih
veziklov. Vsem dosedanjim modelom spreminjanja oblike membran je skupno, da se integriteta
membrane med procesom ne spreminja. V projektu smo raziskali tvorbo por nekaterih
medicinsko pomembnih proteinov in opredelili njihove funkcijske lastnosti. Pomembno smo
prispevali k razumevanju interakcij med proteini in membranami. Opisali smo tudi novo skupino
bikomponentnih MACPF/CDC proteinov, ki tvorijo pore in opredelitev njihovih lastnosti je bila
potrebna v Iuéi njihove aktivnosti in neznane biologke vioge. Se posebej zanimiva je
nizkomolekularna komponenta, saj smo zanjo pokazali, da se specificno veze na lipidne rafte in
pokazali, da je uporabna kot molekularno orodje v celi¢ni biologiji. Od njihovega odkritja so
lipidni rafti izjemno zanimivi za znanstveno skupnost in nujno potreben je razvoj fluorescenc¢nih
sond na osnovi OlyA za oznacevanje posameznih molekul ali skupkov molekul v raftih. Izsledki
projekta so pomembni tudi zato, ker smo dodatno osvetlili razumevanje funkcije medicinsko
pomembnih proteinov MACPF/CDC superdruzine. Pripravili smo aktiven misji perforin in
opredelili njegove interakcije z lipidnimi membranami. Uspesna priprava funkcionalnega
perforina in nekaterih novih modelnih sistemov, ki smo jih razvili v okviru projekta, bodo dali
zagon novim raziskavam na celicah in eksperimentalnih Zivalih, ki bodo dokoncno razjasnili ta
za imunski sitem pomemben proces. Tudi razumevanje mehanizma patogenosti bakterije L.
monocytogenes je medicinsko zelo pomembno, uspelo pa nam je opredeliti lastnosti
transmembranskih por listeriolizina, ki so bile do zdaj slabo poznane.

ANG
The project focused on research of basic biomedical processes and important molecules: role of
proteins in remodelling of cellular membranes, 3D structure of some pore-forming proteins and
new group of MACPF proteins that specifically associate with membrane nanodomains ("lipid
rafts"). Cellular membranes remodelling by proteins is essential in membrane-membrane
interactions such as fusion and fission or single membrane reshaping. It is in common to known
models of membrane remodelling studied so far that all mostly consider membrane integrity
constant. We have described pore formation by some of the medically important proteins and
characterise their functional properties. We contributed to understanding of interactions of
proteins with lipid membranes. We have also described a novel group of bi-component
MACPF/CDC proteins, which form pores and characterisation of their properties is important for
understanding of their, yet unknown, biological activity. The low-molecular weight component is
particularly interesting. We have shown that it binds to lipid rafts and that it can be used in cell-
biology applications. Since their discovery lipid rafts attracted an enormous interest in scientific
community. In this respect, development of fluorescent probes specific for particular
components or clusters of molecules found in lipid rafts is necessity. The outcomes of the
project are important also because they enable better understanding of medically important
MACPF/CDC proteins. We have prepared an expression system for mouse perforin and define its
interactions with lipid membranes. Successful preparation of mouse perforin and some of the
model lipid systems that were prepared during the project will open doors to further
experimentation, on cells and experimental animals, which will finally resolve this mechanism
so important for the immune system. Also the understanding of pathogenicity of L.
monocytogenes is medically extremely important. We succeeded in describing properties of
pores formed by listeriolysin O.
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9.2. Pomen za razvoj Slovenijel?

SLO

Aplikativne vrednosti projekta za Republiko Slovenijo so naslednje: promocija znanosti in
znanstvenih odkritij na podrocju proteinskih interakcij z lipidnimi membranami, trening in
izobrazevanje mlajsih raziskovalcev za uporabo modernih tehnologij in metod, razvoj novih
raziskovalnih orodij v lipidni biokemiji in celicni biologiji itn. Nadaljnji razvoj modernih
biofizikalnih metod, kot sta npr. povrsinska plazmonska resonanca in termoforeza, skupaj z
razvojem nekaterih modelnih lipidnih sistemov, bo omogocil, da bo slovenska znanost bolj
kompetitivna. Ker so pristopi sorazmerno novi, pricakujemo, da ga bodo v svoje delo vkljucile
tudi nove raziskovalne skupine v Sloveniji in tujini. Skupina glavnega raziskovalca ima vedno
vec izkusenj s tem pristopom in postaja ena od vodilnih skupin za merjenje interakcij molekul v
regiji. Ta projekt bo omogocil nadaljnji razvoj metodologije in s tem razsiril moznosti
eksperimentiranja s to metodo.

ANG

The applicative value of the proposed study for Republic of Slovenia is multiple: promotion of
science and scientific discoveries in the field of protein-membrane interactions, training of
young researchers, development of new technologies and methods, development of new
research tools in lipid biochemistry, etc. The further development of modern biophysical
approaches, such as surface plasmon resonance and thermophoresis, together with
development of some of the model lipid systems, will render Slovenian science more
competitive. The approaches are relatively new to science and not many groups explore it fully.
The group of principal investigator is becoming very experienced in protein-lipid interaction
studies by these approaches. This project will enable to develop the expertise even further by
designing novel assays and thus extending capabilities of this interesting and useful method.

10.Samo za aplikativne projekte in podoktorske projekte iz gospodarstva!
Oznadite, katerega od navedenih ciljev ste si zastavili pri 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 O pa 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 pA ONE

Rezultat I

Uporaba rezultatov

F.04 |Dvig tehnoloske ravni

Zastavljen cilj O pAa O NE

Rezultat |

Uporaba rezultatov | v

F.05 [Sposobnost za zacetek novega tehnoloskega razvoja

Zastavljen cilj O pa ONE
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Rezultat I

Uporaba rezultatov

F.06 [Razvoj novega izdelka

£, £,

Zastavljen cilj DA ‘' NE

Rezultat |

Uporaba rezultatov |

F.07 (IzboljSanje obstojecega izdelka

Zastavljen cilj O pA ONE

Rezultat I

Uporaba rezultatov || v

F.08 |Razvoj in izdelava prototipa

Zastavljen cilj O pA ONE

Rezultat | v

Uporaba rezultatov |

F.09 [Razvoj novega tehnoloskega procesa oz. tehnologije

Zastavljen cilj O pAa ONE
Rezultat I \'4
Uporaba rezultatov | v

F.10 |IzboljSanje obstojecega tehnoloskega procesa oz. tehnologije

Zastavljen cilj O pa ONE

Rezultat |

Uporaba rezultatov

F.11 [Razvoj nove storitve

Zastavljen cilj O pa ONE

Rezultat |

Uporaba rezultatov |

F.12 (IzboljSanje obstojece storitve

Zastavljen cilj O pAa O NE
Rezultat I v
Uporaba rezultatov | v

F.13 |Razvoj novih proizvodnih metod in instrumentov oz. proizvodnih procesov

Zastavljen cilj O pA ONE
Rezultat | v
Uporaba rezultatov | Vv
F.14 IzboljSanje obstojecih proizvodnih metod in instrumentov oz. proizvodnih
procesov
Zastavljen cilj O pa ONE
Rezultat v
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Uporaba rezultatov |

\%

F.15 [Razvoj novega informacijskega sistema/podatkovnih baz

Zastavljen cilj O pa ONE
Rezultat I v
Uporaba rezultatov | v

F.16 |IzboljSanje obstojecega informacijskega sistema/podatkovnih baz

Zastavljen cilj O pa ONE
Rezultat | v
Uporaba rezultatov | (2

F.17 |Prenos obstojecih tehnologij, znanj, metod in postopkov v prakso

Zastavljen cilj O pa ONE
Rezultat | v
Uporaba rezultatov | v

Posredovanje novih znanj neposrednim uporabnikom (seminarji, forumi,

F.18 konference)
Zastavljen cilj O pa ONE
Rezultat | v
Uporaba rezultatov | (2

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 O pa ONE
Rezultat | v
Uporaba rezultatov | v

F.21 [Razvoj novih zdravstvenih/diagnosti¢cnih metod/postopkov

Zastavljen cilj O pa ONE
Rezultat I \4
Uporaba rezultatov | v

F.22 |IzboljSanje obstojecih zdravstvenih/diagnosti¢nih metod/postopkov

Zastavljen cilj O pA ONE
Rezultat | \'4
Uporaba rezultatov | v

F.23 [Razvoj novih sistemskih, normativnih, programskih in metodoloskih resitev

Zastavljen cilj O pA ONE

Rezultat |

Uporaba rezultatov
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F.24 v-
resitev

Izboljsanje obstojecih sistemskih, normativnih, programskih in metodoloskih

Zastavljen cilj O pa ONE

Rezultat | v
Uporaba rezultatov |

F.25 |Razvoj novih organizacijskih in upravljavskih resitev
Zastavljen cilj O pAa O NE
Rezultat | v
Uporaba rezultatov | v

F.26 |Izboljsanje obstojecih organizacijskih in upravljavskih resitev

Zastavljen cilj O pa ONE
Rezultat | \'4
Uporaba rezultatov I v

F.27 |Prispevek k ohranjanju/varovanje naravne in kulturne dedisc¢ine

Zastavljen cilj O pA ONE

Rezultat |

Uporaba rezultatov |

F.28 |Priprava/organizacija razstave

Zastavljen cilj O pA ONE

Rezultat |

Uporaba rezultatov | (2
F.29 |Prispevek k razvoju nacionalne kulturne identitete

Zastavljen cilj O pa ONE

Rezultat | v

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 O pa ONE

Rezultat I

Uporaba rezultatov

F.33 |Patent v Sloveniji
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Zastavljen cilj

O pbA ONE

Rezultat I

Uporaba rezultatov |

F.34 |Svetovalna dejavnost

Zastavljen cilj

O pa ONE

Rezultat |

Uporaba rezultatov

F.35 [Drugo

Zastavljen cilj

O pa ONE

Rezultat I

Uporaba rezultatov

Komentar

11.Samo za aplikativne projekte in podoktorske projekte iz gospodarstva!
Oznacite potencialne vplive oziroma ucinke vasih rezultatov na navedena podrocja

Porocilo;:ARRS-RPROJ-ZP-2015/244

Vpliv N_i Majh_en Sred_nji Velik
vpliva | vpliv vpliv vpliv

G.01 Razvoj visokosolskega izobrazevanja
G.01.01. |Razvoj dodiplomskega izobraZevanja O O O O
G.01.02. |Razvoj podiplomskega izobraZevanja @] @] @] @]
G.01.03. |Drugo: O O O O
G.02 Gospodarski razvoj
e e olofo]c
G.02.02. |Siritev obstojecih trgov O O O O
G.02.03. |Znizanje stroskov proizvodnje @] C @] C
G.02.04. ér}zz:g?jé:nje porabe materialov in O C O C
G.02.05. |Razsiritev podrodja dejavnosti @] C @] C
G.02.06. |Vegja konkurenéna sposobnost @] C @] C
G.02.07. |Vedji dele? izvoza @] C @] C
G.02.08. |Povecanje dobicka @] C @] C
G.02.09. |Nova delovna mesta O C O C
G.02.10. |D8 fzobrezbene strukture o|lo|o|ec
G.02.11. |Nov investicijski zagon @] C @] C
G.02.12. |Drugo: @] @] @] @]
G.03 Tehnoloski razvoj
G.03.01. '(Ij’z?anvor:gitlfia razsiritev/posodobitev O O O O

Tehnolosko prestrukturiranje
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G.03.02. |dejavnosti O & O O

G.03.03. |Uvajanje novih tehnologij O C O C

G.03.04. |Drugo: O C O €

G.04 Druzbeni razvoj

G.04.01 |Dvig kvalitete Zivljenja @] C @] C

G.04.02. |Izbolj8anje vodenja in upravljanja L&)

G.04.03. _Izb_oIJsanJe delovanja administracije O O
in javne uprave

G.04.04. |Razvoj socialnih dejavnosti O

G.04.05. |Razvoj civilne druzbe [ 4] C

G.04.06. |Drugo: O
Ohranjanje in razvoj nacionalne i

G.05. naravne in kulturne dedi$éine in O
identitete

G.06 Varovanje okolja in trajnostni S P S ~

e razvoj -

G.07 Razvoj druzbene infrastrukture

G.07.01. .Informacusko—komunlkacuska O O
infrastruktura

G.07.02. |Prometna infrastruktura O

G.07.03. |Energetska infrastruktura O

G.07.04. |Drugo:
Varovanje zdravja in razvoj

G.08. L4 L4
zdravstvenega varstva

G.09. Drugo: O O

Komentar

12.Pomen raziskovanja za sofinancerjelt

Sofinancer

1. Naziv

Naslov

Vrednost sofinanciranja za celotno obdobje trajanja

projekta je znasala: EUR
Odstotek od utemeljenih stroskov projekta: %

Najpomembnejsi rezultati raziskovanja za sofinancerja Sifra

1.

2

3

4.

5
Komentar
Ocena
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13.Izjemni dosezek v letu 201412

13.1. Izjemni znanstveni dosezek

V najbolj pomembni pregledni reviji s podrocja biokemije, Trends in biochemical Sciences, smo
objavili pregledni ¢lanek v katerem opisujemo razlicne nacine in raznolikost mehanizmov s
katerimi proteini lahko tvorijo pore v bioloSkih membranah. Pore lahko nastanejo z vgradnjo t.i.
obrocev (ang. "rings"), kar je veljalo v znanstveni literaturi dolgo Casa kot edini mocni nacin
nastanka por. Kasneje se je izkazalo, da pore lahko nastanejo tudi z nepopolnimi obroci, t.i. loki
(ang. "arcs"). Ta oblika je zanimiva, saj poro tvori protein in lipidi iz membrane. Clanek je revija
izbrala za naslovno temo novembrske Stevilke.

13.2. Izjemni druzbeno-ekonomski dosezek

Organizirali smo poletno delavnico s podrocja genetike, molekularne biologije in biokemije.
Delavnica je bila organizirana z namenom priblizati te bioloSke discipline Sirsi javnosti,
predvsem pa jih na zabaven nacin prikazati otrokom. Delavnica je potekala konec avgusta v
Laboratoriju za molekularno biologijo in nanobiotehnologijo.

C. IZJAVE
Podpisani izjavljam/o, da:

e so vsi podatki, ki jih navajamo v porocilu, resnicni in tocni

e se strinjamo z obdelavo podatkov v skladu z zakonodajo o varstvu osebnih podatkov za potrebe
ocenjevanja ter obdelavo teh podatkov za evidence ARRS

e 5o vsi podatki v obrazcu v elektronski obliki identi¢ni podatkom v obrazcu v pisni obliki

e so0 z vsebino zaklju¢nega porocila seznanjeni in se strinjajo vsi soizvajalci projekta

Podpisi:
zastopnik oz. pooblas¢ena oseba in vodja raziskovalnega projekta:
raziskovalne organizacije:
Univerza v Ljubljani, Biotehniska Gregor Anderluh
fakulteta
Z1G
Kraj in datum:  |Ljubljana l16.3.2015

Oznaka porocila: ARRS-RPROJ-ZP-2015/244

1 Napigite povzetek raziskovalnega projekta (najve¢ 3.000 znakov v slovenskem in angle$kem jeziku) Nazaj

2 Napisite kratko vsebinsko porocilo, kjer boste predstavili raziskovalno hipotezo in opis raziskovanja. Navedite kljuéne
ugotovitve, znanstvena spoznanja, rezultate in uinke raziskovalnega projekta in njihovo uporabo ter sodelovanje s tujimi
partnerji. Najvec 12.000 znakov vklju¢no s presledki (priblizno dve strani, velikost pisave 11). Nazaj

3 Realizacija raziskovalne hipoteze. Najve¢ 3.000 znakov vkljuéno s presledki (priblizno pol strani, velikost pisave 11)
Nazaj

4V primeru bistvenih odstopanj in sprememb od predvidenega programa raziskovalnega projekta, kot je bil zapisan v
predlogu raziskovalnega projekta oziroma v primeru sprememb, povecanja ali zmanjSanja sestave projektne skupine v
zadnjem letu izvajanja projekta, napisite obrazlozitev. V primeru, da sprememb ni bilo, to navedite. Najve¢ 6.000 znakov
vkljuéno s presledki (priblizno ena stran, velikost pisave 11). Nazaj

Porocilo;:ARRS-RPROJ-ZP-2015/244 Stran 17 od 18



Zakljuéno porocilo raziskovalnega projekta - 2015

5 Navedite znanstvene doseZke, ki so nastali v okviru tega projekta. Raziskovalni dosezek iz obdobja izvajanja projekta
(do oddaje zaklju¢nega porocila) vpiSete tako, da izpolnite COBISS kodo dosezka - sistem nato sam izpolni naslov objave,
naziv, IF in srednjo vrednost revije, naziv FOS podrocja ter podatek, ali je dosezek uvrscen v A" ali A'. Nazaj

6 Navedite druzbeno-ekonomske doseZzke, ki so nastali v okviru tega projekta. Druzbeno-ekonomski rezultat iz obdobja
izvajanja projekta (do oddaje zaklju¢nega porocila) vpiSete tako, da izpolnite COBISS kodo dosezka - sistem nato sam
izpolni naslov objave, naziv, IF in srednjo vrednost revije, naziv FOS podrocja ter podatek, ali je doseZzek uvrscen v A" ali
A'.

Druzbeno-ekonomski dosezek je po svoji strukturi drugacen kot znanstveni dosezek. Povzetek znanstvenega dosezka je
praviloma povzetek bibliografske enote (¢lanka, knjige), v kateri je dosezek objavljen.

Povzetek druzbeno-ekonomskega dosezka praviloma ni povzetek bibliografske enote, ki ta dosezek dokumentira, ker je
dosezek sklop vec rezultatov raziskovanja, ki je lahko dokumentiran v razli¢nih bibliografskih enotah. COBISS ID zato ni
enoznacen, izjemoma pa ga lahko tudi ni (npr. prehod mlajsih sodelavcev v gospodarstvo na pomembnih raziskovalnih
nalogah, ali ustanovitev podjetja kot rezultat projekta ... - v obeh primerih ni COBISS ID). Nazaj

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

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

9 Najve¢ 4.000 znakov, vkljuéno s presledki Nazaj
10 Najveé 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

12 Navedite en izjemni znanstveni doseZek in/ali en izjemni druzbeno-ekonomski dosezek raziskovalnega projekta v letu
2014 (najve¢ 1000 znakov, vklju¢no s presledki). Za dosezek pripravite diapozitiv, ki vsebuje sliko ali drugo slikovno
gradivo v zvezi z izjemnim dosezkom (velikost pisave najmanj 16, priblizno pol strani) in opis izjemnega dosezka (velikost
pisave 12, priblizno pol strani). Diapozitiv/-a prilozite kot priponko/-i k temu porocilu. Vzorec diapozitiva je objavljen na
spletni strani ARRS http://www.arrs.gov.si/sl/gradivo/, predstavitve dosezkov za pretekla leta pa so objavljena na spletni
strani http://www.arrs.gov.si/sl/analize/dosez/. Nazaj

Obrazec: ARRS-RPROJ-ZP/2015 v1.00a
8A-60-04-76-C7-5D-76-F5-6C-E0-8B-E1-78-9B-20-A5-50-CB-27-CF
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