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B. REZULTATI IN DOSEZKI RAZISKOVALNEGA PROJEKTA

3. Porodilo o realizaciji programa raziskovalnega projekta;

Projekt J-9447

Raziskave sodijo v podée novih biomaterialov. Konkretno gre za materialporabne za
prepre&evanje rasti mikrobnih biofilmov, ki predstavljajomedicini velik problem. Na povrsin
medicinskih naprav, kot so razni implantati, rast@jkroorganizmi v obliki biofilma, zaradesar
so veliko bolj odporni na antibiotike kot pri @hjni rasti v obliki planktonskih celic, kar j
povzraa trajne ali kronine infekcije. Prujoci projekt je nadaljevanje raziskav na poguwo
antimikrobnih peptidov. Namen projekta je bil raz\distem za kovalentno vezavo bioloSko
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aktivnih peptidov na povrsini materialov, ki se wgigjajo v medicini za razlne namene. Izbran
peptidi naj bi imeli antimikrobno in endotoksin-rilizirajoto aktivnost in naj bi tudi pg
imobilizaciji ohranili aktivnost.

NaSa hipoteza je bila, da bi lahko z uporabo sbkgjenologije pripravili previeke za povrsino
biomaterialov, uporabnih npr. za katetre, implaniatdruge medicinske naprave, na te previleke
pa bi lahko preko reaktivnih skupin kovalentno Vezmaktivne peptide. Na ta tia bi pridobili
povrsine, ki bi Ze v samem &ku prepréile adsorpcijo bakterij in kasnejSo tvorbo biofilnia
izbiro takih peptidov, ki so sposobni tudi vezaw®polisaharidov (LPS), tako imenovanih
endotoksinov, ki se pri odmiranju Gram negativnikterij spro8ajo v okolico, pa bi novi
materiali imeli tudi endotoksin-nevtralizirajo aktivnost.

V okviru projekta smo najprej razvili sistem za ioilizacijo izbranega modelnega peptida pha
povrSini nosilca. Za poskuse imobilizacije smo a&brkomercialno dosegljiv petid z
antimikrobnim delovanjem, polimiksin B, kot nosilmaterial pa smo uporabili ITO steklo, ki
omogaa spremljanje povrSinske vezave peptida z IR-RAktspskopijo. PovrSino stekla sm
prekrili s tankim filmom silanske previeke iz 3-@toksipropiltrimetoksisilana (GPTMS), ki smo
jo pridobili s pomdjo sol-gel tehnike. Kovalentno vezavo peptida nal@go je omogéala
reaktivna epoksi skupina. Za optimizacijo vezavetiga na podlago smo preizkusili razie
pogoje, kot so koncentracija peptida, pH raztopias,inkubacije in prisotnost katalizatorja.

o 2

Uspednost imobilizacije smo spremljali z IR-RA sjpekkopijo. Poleg tega smo za analizo
povrsine uporabili tudi mikroskopijo na atomskoos{AFM) in spektroskopijo fotoelektronoy
vzbujenih z rentgenskimi Zarki (XPS). Ugotovili spaa se morfologija povrSine vzorcev pred
imobilizacijo peptida, z imobiliziranim peptidom ipo inkubaciji z bakterijo bistveng
ne razlikuje. Koncentracije elementov C, O in 8irma vseh treh vrstah vzorcev podobne. |Pri
vzorcih z imobiliziranim peptidom smo ugotovili patnost elementa N, kar kaze na prisotrjost
peptidne plasti. Analiza XPS spektra N 1s kaZeopmisst vrha pri vezavni energiji 402 eV, ki ga
pripisujemo vezi N-C=0, kar dodatno potrjuje prisagt peptidne vezi.

Rezultati poskusov po optimizaciji pogojev so pa@kaza je material z vezanim petidom odporen
na obgajno sterilizacijo v avtoklavuCas inkubacije za vezavo peptida mora biti dovolgdpH
medija primerno alkalen in koncentracija peptidarmabilizacijo dovolj visoka. Reakcijo vezaye
peptida smo pospesili z uporabo katalizatorja. Meiranimi katalizatorji se je najbolje izkazal
WClg.

Z namenom ugotoviti ali je imobilizirani peptid fyab imobilizaciji bioloSko aktiven, smo vzorge
najprej testirali na antimikrobno aktivnost. V tanmmen smo razvili sistem za kvantitativno
merjenje antimikrobnega delovanja imobiliziranihppéov. Bakterije smo najprej nagojili
aerobni stresani kulturi, nato pa z alikvoti kuétwepili goji§e, v katerega smo potopili material z
imobiliziranim peptidom. Rast bakterij smo spretiljaa dva néina: direktno z razmazon
suspenzije na agarno gajgsin kasnjeSim Stetjem zraslih kolonij, pa tudiiielitno z merjenjem
opticne gostote suspenzije celic v gojifpo doléeneméasu gojenja. ZmanjSanje Stevila kolonij,
0z. gostote suspenzije celic, glede na kontrolmrez (brez imobiliziranega peptida) je bilo
merilo za antimikrobno aktivnost imobiliziranegapfida. Rezultati poskusov so pokazali, da
peptid tudi po kovalentni imobilizaciji ohrani amikrobno aktivnost in deluje baktericidno.

Z namenom preveriti, da na bakterije deluje imab#ini peptid in ne prosti, ki bi se morda
sprogal v raztopino s povrSine materiala, smo delalikpee, pri katerih smo material g
imobiliziranim peptidom vloZili v dializno cev in erili eventuelno antimikrobno aktivnost zunaj
dializne cevi. Vzporedno smo v dializno cev dafitopino prostega peptide. Ta je prehajal steno
cevi in zaviral rast bakterij tudi zunaj, medtem gg imobiliziranem peptidu ni pridlo dg
zaviranja rasti izven dializne cevi. Na ta&imasmo potrdili, da je bil peptid kovalentno vezarse
ni sprogal v raztopino.

Merjenje kapacitete antimikrobne aktivnosti vezanggptida je pokazalo, da je povrSina enega

cm? z vezanim peptidom sposobna usmrtit® elic bakterijeE. coli v mililitru suspenzije.
Potrebni minimaln&as izpostavitve bakterij aktivni povrsini je ena.uZ opazovanjem povrsine|z
vrsticnim elektronskim mikroskopom (SEM) smo potrdili, ldakterije niso tvorile biofilma in da
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so le posamezne bakterije ostale na povrSini. Wgotemo, da se bakterije ne pritrdijo na
podlago, ampak je dovolj, da so v stiku s povrSiaokratek ¢as. To ima za posledico
destabilizacijo zunanje cétie membrane, njeno pasao propustnost in v zadnji fazi smrt. Za
spremljanje antimikrobnega delovanja povrSin z wemapeptidom smo vpeljali fluorimetmo
metodo na pretmem citometru za dobanje viabilnosti bakterij z uporabo
LIVE/DEAD kompleta reagentov.

Poleg antimikrobne aktivnosti vezanega peptida sneili tudi endotoksin-nevtralizirajo
aktivnost kot merilo za sposobnost odstranjevan@otoksina iz raztopin. Preizkusili smo dya
n&ina detekcije: z uporabbimulus amoebocyte lysate (LAL) testa in z merjenjem sposeti
endotoksina za aktivacijo segél celic. Rezultati so pokazali, da je povrSinavezanim
peptidom sposobna iz raztopine s koncentracijorifithl odstraniti 80% endotoksina.

Za kvantitativno merjenje kdiine vezanega peptida na povrsini nosilca smo Zeleliiti metodo
za detekcijo peptida z monoklonskimi protitelesal,Zposkusi niso dali pfakovanih rezultatov
Tudi merjenje koncentracije peptidov v raztopird, eniZzanje koncentracije peptidov v raztopini
po vezavi peptida ni bilo uspesno. Predvidevamo,jeddila kolcina vezanega peptida na
uporabljeni povrSini premajhna. Poskath nismo mogli izvesti nekaterih poskusov kot npr.:
direktne primerjave s prostim peptidom.

Vzporedno s poskusi imobilizacije smo nadaljevaSe& delo na pripravi ¢inkovitin
antimikrobnih in endotoksin-nevtralizirajitn peptidov. Razvili smo sistem za pridobivanj&jire
koli¢in bioloSko aktivhega rekombinantnega peptida vtérgkh preko tvorbe netopnega
fuzijskega proteina. Uvedli smo dipeptid Asp-Prodnfezijskim proteinom ter rekombinantnim
peptidom, kar nam je omogto odcepitev peptida v kislih pogojih. Sistem bommgorabili za
pripravo veje kolicine aktivhega peptida za nadaljnje poskuse imaiilje.

V celoti lahko zakljgimo, da je bil uspeSno razvit sistem za imobiligabioaktivnih peptidov na
trdne podlage in sicer preko silanske previekeaktrenimi epoksi skupinami, na katere lahko
vezemo peptide preko njihovih amino skupin. Updgeabl imobilizirani polikationski peptid
ostane aktiven tudi po imobilizaciji in se ne sge8 medij. PovrSina z vezanim peptidom deluje
biocidno proti Gram negativnim bakterijam, kotHecoli in tako v kali zatre nastajanje biofilm
Poleg tega pa veZe tudi LPS, kar potrjuje bifunkalnost materiala. Material bi bil zato uporahen
kot antimikrobno deluj®, oz. kot nevtralizator endotoksina ali pa obojaaktik V slednjem
primeru je potrebno upoStevati, da bo ob hkratisgbnosti bakterij in LPS kapaciteta za vsako
posamezno aktivnost niZja kot v primeru prisotnpesameznega agensadoo. Bistven dosezek
je, da predstavljeni sistem z imobiliziranim anttinebnim peptidom deluje in nakazuje mozno
pot reSevanja problema mikrobnih biofilmov. Pogpge optimalno delovanje pa je potrebno|za
posamezno kombinacijo bakterije, podlage in peptinl@otrebi prirediti.

o

4. Ocena stopnje realizacije zastavljenih raziskovalnih ciljev§

V okviru projekta smo si zastavili naslednje cilje:

1. Priprava biomaterialov z imobiliziranimi bifunkciamimi peptidi
. Testiranje bioloske aktivnosti novih materialov
3. Studij mehanizma antimikrobne aktivnosti imobilaiih peptidov

Ad 1. Z uporabo sol-gel tehnologije smo uspeSnel&dsilansko previeko za povrSine trdnjih
materialov, ki je zaradi vsebnosti reaktivnih epaksipin omogoala kovalentno vezavo biolo3ko
aktivnih peptidov na povrsino nosilca. Za analinwidin z vezanimi peptidi smo uporabili nabor
razlicnin modernih analitskin metod, kot so IR spektrgsjey mikroskopija na atomsko sila,
vrsticna elektronska mikroskopija in spektroskopija fte&gronov vzbujenih z rentgenskimi Zarki
ter spoznali uporabnost posameznih metod za na$ebpo Peptidi se niso sptad v okolje,
ampak so ostali imobilizirani na povrSini materjddar je bil tudi nas cilj.
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Ad 2. Pripravljeni material smo testirali na antmabno aktivnost in na sposobnost vezgve
bakterijskega endotoksina. Ugotovili smo, da peptidi po imobilizaciji ohrani bioloSke
aktivnosti in da povrSina materialatinkuje baktericidno in ne le bakteriostaid, saj v
optimalnih pogojih nobena bakterija, ki je bila tika z aktivno povrSino, ni prezivela. Py
uporabljenih pogojih zato ni prislo do tvorbe bai&ega biofilma, kar je eden glavnih namerov
novih biomaterialov za uporabo v medicinskih napravPokazali smo, da ima material poleg
antimikrobne aktivnosti tudi sposobnost vezave &ridina, kar kaze na potencialno uporabnost
novih materialov za odstranjevanje LPS iz farmasiglatpripravkov ali krvi.

Ad 3. Na podlagi rezultatov poskusov in literatbrrpodatkov sklepamo, da novi materiali
delujejo tako, da zaradi visoke koncentracije pazéga naboja vezanih polikationskih peptidov
na povrsini ob dotiku z Gram negativnimi bakterijadestabilizirajo njihovo zunanjo membrano
zaradi elektrostatskih interakcij z LPS, kar po¥zrpovetano propustnost membrane. Za
delovanje je dovolj Ze kratkotrajen stik, saj s&tbdje na povrSini ne kofijo, niti v primeru
izmerjene visoke biocidne aktivnosti.

Rezultati naSih raziskav so potrdili hipotezo, damjozno bioloSko aktivnhe peptide kovalentno
vezati na povrSino nosilca preko primerne povr@ngkevieke, tako da peptid ostane
antimikrobno in endotoksin-nevtralizir&e aktiven. Kljub nekaterim teZzavam, s katerimi sseq
soca:ali, v sploSnem lahko ugotovimo, da so zastavipdjiiv preteznem delu uspesno realiziran.

5. Utemeljitev morebitnih sprememb programa raziskovalnega projektai

Bistvenih sprememb programa ni bilo.

6. Najpomembnejsi znanstveni rezultati projektne skupineé

Znanstveni rezultat

Acilna skupina kot centralni element strukturne organizacije antimikrobnega
lipopeptida

The acyl group as the central element of the structural organization of
antimicrobial lipopeptide

S Studijo lipopeptida C12LF11 smo s pomocjo meritev CD in NMR dolodili
konformacijo peptida vezanega na micele DPC in SDS kot modela za
evkariontske in bakterijske membrane. Predhodno je bilo ugotovljeno, da
aciliran peptid stabilizira sekundarno strukturo in ~ 4x poveca antimikrobno
aktivnost v primerjavi z neaciliranim. Acilna veriga tvori skupaj s
hidrofobnimi aminokislinami lipofilno gruco, ki se vsidra v bakterijsko
membrano in povzroci spremembe v urejenosti fosfolipidov in ukrivljenosti
membrane, kar povzroci povecano prepustnost membrane.

Studying lipopeptide C12LF11 by means of CD and NMR we determined
conformation of the peptide bound to micelles of DPC and SDS as a model
for eukaryotic and bacterial membranes. The acylated peptide stabilized the
secondary structure and increased antimicrobial activity for ~ 4x compared
ANG [to the non-acylated one. The acyl chain of C12FL11 forms together with the
hydrophobic amino acids a lipophilic cluster that anchors into the bacterial
membrane and causes changes in the order of the surrounding phospholipids
and the curvature of the membrane, leading to the increased membrane
permeability.

JAPELJ, Bostjan, ZORKO, Mateja, MAJERLE, Andreja, PRISTOVSEK, Primoz,
SANCHEZ-GOMEZ, Susana, TEJADA DE GARAIZABAL, Guillermo Martinez de,
MORIYON, Ignacio, BLONDELLE, Sylvie E., BRANDENBURG, Klaus, ANDRA,
J6rg, LOHNER, Karl, JERALA, Roman. The acyl group as the central element
of the structural organization of antimicrobial lipopeptide. J. Am. Chem. Soc.,
2007, vol. 129, no. 5, str. 1022-1023.

Tipologija 1.01 Izvirni znanstveni ¢lanek
COBISS.SI-ID |3635994
2. |Naslov sLo [Sinteti¢ni lipopeptidi: nov razred proti-infekcijskih sredstev.

1. |Naslov SLO

ANG

Opis SLO

Objavljeno v
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ANG [Synthetic lipopeptides : a novel calss of anti-infectives.

Pregledni znanstveni ¢lanek in ekspertno mnenje opisuje najprej naravne
antimikrobne lipopeptide in njihov mehanizem delovanja, nato podaja
pregled sinteticnih lipopeptidov in opisuje njihove prednosti. Poleg
antimikrobne aktivnosti nekateri sinteticni lipopeptidi zavirajo vnetja,
delujejo sinergisti¢no s konvencionalnimi antibiotiki in imajo izboljSano
proteoliticno stabilnost. Na koncu je podano ekspertno mnenje o moznosti,
da bodo v prihodnosti kot zdravila proti infekcijam sinteti¢ni lipopeptidi
prevladali nad naravnimi lipopeptidi.

The review and expert opinion first describes natural antimicrobial
lipopeptides and their mechanism of action, later it gives a review of
synthetic lipopeptides and describes their advantages. In addition to
antimicrobial activity some lipopeptides inhibit inflammations, act
synergistically with conventional antibiotics and have improved proteolytic
stability. At the end an expert opinion is given about the possibility that in
future synthetic lipopeptides will prevail over the natural ones as drugs
against infections.

JERALA, Roman. Synthetic lipopeptides : a novel calss of anti-infectives.
Expert opin. investig. drugs, 2007, vol. 16, no. 8, str. 1159-1169.

Tipologija 1.02 Pregledni znanstveni ¢lanek
COBISS.SI-ID (3760666
3. |Naslov sLo [Izrazanje, CiSCenje in strukturne Studije kratkega antimikrobnega peptida

Opis SLO

ANG

Objavljeno v

ANG |Expression, purification and structural studies of a short antimicrobial peptide

Kemijska sinteza antimikrobnih peptidov je do 20 krat drazja od sinteze
obicajnih antibiotikov, zaradi Cesar farmacevtska industrija njihovemu
razvoju ni posebej naklonjena. Razvili smo sistem za produkcijo
rekombinantnega antimikrobnega peptida. Zaradi toksi¢nosti antimikrobnih
Opis SLO |peptidov za bakterije smo uporabili sistem s fuzijskim proteinom. Vez med
antimikrobnim peptidom ter fuzijskim proteinom se cepi v kislem ter sprosti
bioloSko aktiven antimikrobni peptid, ki zaradi svojih biofizikalnih lastnosti
interagira z mimetiki bakterijskih membran, z mimetiki sesalskih membran
pa ne interagira.

Chemical synthesis of antimicrobial peptides is up to 20 x more expensive
than that of common antibiotics, therefore pharmaceutical industry is not
keen for their development. We developed a system for production of a
recombinant antimicrobial peptide. Due to toxicity of such peptides for

ANG [bacteria we used a fusion protein. In acidic environment, the bond between
the antimicrobial peptide and the fusion protein is splitting up and releasing
the active peptide, which due to its biophysical features interacts with
mimetics of bacterial membranes, but not with the mimetics of mammalian
membranes.

ZORKO, Mateja, JAPEL], Bostjan, HAFNER BRATKOVIC, Iva, JERALA, Roman.
Expression, purification and structural studies of a short antimicrobial
peptide. Biochim. biophys. acta, Biomembr.. [Print ed.], 2009, vol. 1788, no.
2, str. 314-323. JCR IF(2007)=3.64

Tipologija 1.01 Izvirni znanstveni ¢lanek
COBISS.SI-ID (4071962
4. [Naslov sLo |Antimikrobni peptidi

Objavljeno v

ANG |Antimicrobial peptides

\V evropskem projektu ANEPID smo razvili ve¢ generacij peptidov z moc¢no
izboljSano antimikrobno aktivnostjo. Rezultate smo zascitili s patentom, kjer
so med izumitelji tudi nasi raziskovalci. Patentirane spojine so pomembne
kot potencialna zdravila za bakterijske infekcije kot nov tip antibiotikov in
Opis SLo |nevtralizatorjev aktivatorjev vnetja. Rezultati so privedli do ustanovitve
podjetja pba3 s sedeZzem v Avstriji (Science Park Graz), od koder je
koordinator in kjer so priskrbeli tudi zagonski kapital. Clani skupine
sodelujejo pri nadaljnjem razvoju projekta in imajo delez pri intelektualni
lastnini.

In the European project ANEPID we developed several generations of
peptides with substantially improved antimicrobial activity. Results were
protected in a patent in which our researchers are among the inventors. The
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patented compounds are important as potential drugs against bacterial
infections as a new type of antibiotics and neutralizers of inflammatory
activators. Results led to the setting up of a company pba3 in Austria
(Science Park Graz), where the initial capital was provided. Our members
participate in further development of the project and have part in the
intellectual property.

Objavljeno v

BLONDELLE, S. E., JERALA, R., PRISTOVSEK, P., MAJERLE, A., ZORKO, M.,
JAPEL], B., BRANDENBURG, K., ANDRA, 1., PORRO, M., URIA, I. M., LEON, 1.
L., TEJADA DE GARAIZABAL, G. M. de, ZWEYTICK, D., DEUTSCH, G.,
LOHNER, K. Antimicrobial peptides : international patent publication WO
2008/006125 A1, publication date 17 January 2008 = Antimikrobielle
Peptide : [also Austrian patent application no. A 1165/2006 C07K, 10 July

2006]. [S.l.: s.n.], 2008.
Tipologija 2.24 Patent
COBISS.SI-ID (3857946
. | Naslov sLo
ANG
Opis SLO
ANG

Objavljeno v

Tipologija

COBISS.SI-ID

7. Najpomembnejsi druzbeno-ekonomsko relevantni rezultati projektne skupine®

6

Druzbeno-ekonomsko relevantni rezultat

. | Naslov

SLO

Strukturne lastnosti antimikrobnih peptidov z delovanjem na bakterijsko
membrano

ANG

Structural properties of bacterial membrane targeting antimicrobial peptides

Opis SLO

Na mednarodnem simpoziju o spektroskopiji smo v obliki predavanja
predstavili rezultate nasih raziskav strukturnih lastnosti peptidov, ki delujejo
na bakterijske membrane in imajo antimikrobno aktivnost.

ANG

At the international symposium on spectroscopy we gave an oral
presentation about results of our research on structural characteristics of
peptides that act on bacterial membranes and have antimicrobial activity.

Sifra

B.03 Referat na mednarodni znanstveni konferenci

Objavljeno v

JAPELJ, B., PRISTOVSEK, P., ZORKO, M., MAJERLE, A., JERALA, R..
Structural properties of bacterial membrane targeting antimicrobial peptides
(Strukturne lastnosti antimikrobnih peptidov z delovanjem na bakterijsko
membrano): [lecture]. V: BAVCON, M. (ur.), TREBSE, P. (ur.). 15th Int.
Symposium Spectroscopy in Theory and Practice = 15. medn. simpozij
Spektroskopija v teoriji in praksi, Nova Gorica, Slovenija, 18.-21. april 2007.
Book of abstracts. Nova Gorica: Univerza, 2007, str. 42.

Tipologija

1.12 Objavljeni povzetek znanstvenega prispevka na konferenci

COBISS.SI-ID

3688218

. | Naslov

SLO

Strukturne in biofizikalne lastnosti antimikrobnih peptidov

ANG

Structural and biophysical properties of antimicrobial peptides

Opis SLO

Sodelujoci na projektu, prof. Roman Jerala, je bil mentor pri doktorski
disertaciji mladega raziskovalca, katere rezultat je bila doloditev strukturnih
in fizikalnih lastnosti peptidov z antimikrobno aktivnostjo.

ANG

One of the collaborators in the project, Prof. Roman Jerala, was a supervisor
of the doctoral thesis made by the young researcher, Bostjan Japelj, in which
structural and physical characteristics of peptides with antimicrobial activity
were determined.

Sifra

D.09 Mentorstvo doktorandom

Objavljeno v

JAPELJ, Bostjan. Strukturne in biofizikalne lastnosti antimikrobnih peptidov.
Doktorsak disertacija, Fakulteta za farmacijo, Univerza v Ljubljani 2007
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Tipologija 2.08 Doktorska disertacija
COBISS.SI-ID (2112881

3. |Naslov sLo [Nacrtovanje povrsin z antimikrobno aktivnostjo

ANG |Design of surfaces with antimicrobial activity

Pripravili smo biomaterial s povrSinsko vezanim antimikrobnim peptidom za
uporabo v medicinskih napravah, kot so implantati, katetri ipd, za
preprecitev tvorbe bakterijskega biofilma. Modelni substrat smo prevlekli s
tanko plastjo alkoksisilana GPTMS kot linkerja za vezavo peptida PMB z
Opis sLo [antibioti¢no aktivnostjo proti Gram-negativnim bakterijam. Po inkubaciji
prevlecenega stekla z raztopino PMB sta bila v IR spektrih vidna dodatna
vrhova, karakteristicna za peptid. Imobilizirani peptid je v optimalnih pogojih
znizal koncentracijo bakterij E. coli za 100.000 kolonij/ml na cm2 povrsine
materiala.

We designed a material with a surface-bound antimicrobial peptide for
potential use in medical devices such as implants or catheters to prevent
bacterial biofilm formation. A model substrate was coated by a layer of
alkoxysilane GPTMS as a linker for coupling the peptide PMB with antibiotic
activity against Gram-negative bacteria. After incubation of the coated glass
in the solution with PMB two additional peaks, characteristic for the peptide,
were observed in the IR spectra. By the biomaterial concentration of E. coli
was reduced for up to 100.000 CFU/ml per cm?2 of the material’s surface.
Sifra B.03 Referat na mednarodni znanstveni konferenci

JERMAN, Ivan, ZORKO, Mateja, BUTINAR, Lorena, MOHORCIC, Martina,
FRIEDRICH, Jozica, JERALA, Roman. Design of surfaces with antimicrobial
activity. V: MIHAILOVIC, Dragan (ur.), KOBE, Spomenka (ur.), REMSKAR,
Objavljeno v [Maja (ur.), JAMNIK, Janko (ur.), COPIC, Martin (ur.), DROBNE, Damjana
(ur.). Hot nano topics 2008 : incorporating SLONANO 2008, 3 overlapping
workshops on current hot subjects in nanoscience, 23-30 May, Portoroz,
Slovenia : abstract book. Ljubljana: [s. n.], 2008, str. 271.

Tipologija 1.12 Objavljeni povzetek znanstvenega prispevka na konferenci
COBISS.SI-ID |3951386

4. [Naslov sLo [Nevtralizacija endotoksina z novimi antimikrobnimi ucinkovinami

ANG

ANG |Neutralization of endotoxin by novel antimicrobial substances

Razvili in analizirali smo aktivne antimikrobne peptide in peptidomimetike s
Sirokim spektrom delovanja na bakterije, sposobnostjo nevtralizacije
endotoksina ter nizko toksi¢nostjo za ¢loveka. Spojina vodnica je bil LF11,
kratek peptidni fragment z N-terminalnega dela ¢loveskega laktoferina.

Opis SLO |Sposobnost peptidov za vezavo polisaharida smo potrdili in vitro in tudi v
celicah. Z antimikrobnimi peptidi smo uspesno znizali nivo vnetnih citokinov.
\V bakterijah smo pripravili sistem za pridobivanje vecjih koli¢in biolosko
aktivhega rekombinantnega peptida preko tvorbe netopnega fuzijskega
proteina.

We designed and analyzed effective antimicrobial peptides and
peptidomimetics with a broad spectrum of activity on bacteria, ability of
neutralization of endotoxin and low toxicity for humans. The lead compound
was LF11, a short peptide fragment from the N-terminus of human
lactoferrin. Peptide ability to bind polysaccharide was confirmed in vitro and
in cells. Using antimicrobial peptides the level of inflammatory cytokines was
successfully decreased. We prepared a system for production of biologically
active recombinant peptide via the formation of an insoluble fusion protein.
Sifra D.09 Mentorstvo doktorandom

ANG

ZORKO, Mateja (mentor prof. Roman Jerala)
Objavljeno v  [Nevtralizacija endotoksina z novimi antimikrobnimi ucinkovinami, Doktorska
disertacija, Fakulteta za farmacijo, Univerza v Ljubljani, 2008

Tipologija 2.08 Doktorska disertacija
COBISS.SI-ID (2407281

5. |Naslov sLo [Povrsine z vezanimi antimikrobnimi peptidi za uporabo v medicini

Surfaces with bound antimicrobial peptides for application in medicinal
devices

ANG
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Z namenom pridobiti materiale, ki bi onemogocali adhezijo bakterij na
povrsino medicinskih naprav, smo pripravili silansko previeko z reaktivnimi
epoksi skupinami, na katere smo kovalentno vezali antimikrobni peptid.
\Vezavo peptida smo potrdili s spektroskopskimi in mikroskopskimi

Opis sto Jmetodami: FTIR, XPS in AFM. Mikrobioloski testi so pokazali, da peptid tudi
po imobilizaciji ohrani biocidno aktivnost in da se ne sprosca v raztopino.
Povrsinske prevleke s kovalentno vezanimi antimikrobnimi peptidi bi bile
lahko obetaven nacin za preprecevanje tvorbe biofilma na medicinskih
implantatih.

In order to design materials that would prevent bacterial adhesion to the
surface of medicinal devices we prepared silane coating onto which we
covalently bound an antimicrobial peptide. Binding of the peptide was
confirmed by spectroscopic and microscopic methods: FTIR, XPS and AFM.
ANG |Microbiological tests showed that the peptide retained its biocidal activity
also after immobilization and that it was not released into the liquid. Surface
coatings with covalently bound antimicrobial peptides could represent a
promissing way for prevention of microbial biofilm growth on medicinal
implants.

Sifra B.03 Referat na mednarodni znanstveni konferenci

MOHORCIC, Martina, JERMAN, Ivan, ZORKO, Mateja, BUTINAR, Lorena,
FRIEDRICH, Jozica, JERALA, Roman. Surfaces with bound antimicrobial
peptides for application in medicinal devices. V: GOLICNIK, Marko (ur.),
Objavljeno v |BAVEC, Aljosa (ur.). Joint Congress of the Slovenian Biochemical Society and
the Genetic Society of Slovenia with International Participation, Otocec,
September 20-23, 2009. Book of abstracts. Ljubljana: Slovenian Biochemical
Society: Genetic Society of Slovenia, 2009, str. 183.

Tipologija 1.12 Objavljeni povzetek znanstvenega prispevka na konferenci
COBISS.SI-ID (4266522

8. Drugi pomembni rezultati projetne skupineZ

Predvideni rezultati, ki Se niso zavedeni v Cobiss
1.01 Izvirni znanstveni ¢lanek

- V fazi popravljanja po recenziji je rokopis za ¢lanek v Journal of Materials Science: Materials in
Medicine o povrsinskih previekah s kovalentno vezanimi antimikrobnimi peptidi.

- V pripravi je publikacija o lastnosti novih materialov in mehanizmu delovanja vezanih
antimikrobnih peptidov.

9. Pomen raziskovalnih rezultatov projektne skupine§

9.1. Pomen za razvoj znanostiZ
sLo

Mikrobni biofilmi so populacije mikroorganizmov, ki so pritrjene na podlago. Bakterije, ki rastejo
v biofilmu, se obcutno razlikujejo od odgovarjajocih planktonskih oblik: po ekspresiji genov,
celi¢ni fiziologiji in po mo¢no povecani odpornosti proti antibiotikom. Zato biofilmi predstavljajo
velik problem v medicini in najboljsi pristop za reSevanje tega problema je preprecevanje
nastanka biofilma. V nasem projektu smo pokazali moznost novega izvirnega pristopa. Pokazali
smo, da je mozno pripraviti materiale z antimikrobno aktivnostjo na povrsini tako, da nanje,
preko primerne silanske povrsinske prevleke, kovalentno vezemo bioaktivne peptide. Pri
uporabi izbranih peptidov imajo take povrsine poleg antimikrobne aktivnosti tudi sposobnost
vezave bakterijskih endotoksinov, katerih prisotnost v krvi vodi do dramatic¢nih klini¢nih
posledic, kot je septi¢ni Sok. Take povrsinske previeke bi bile primerne za uporabo na
medicinskih napravah - kot so razni implantati - za preprecitev tvorbe bakterijskega biofilma.
Raziskave na podrodju razvoja novih biomaterialov za medicino na eni strani in antimikrobnih
peptidov na drugi so zelo aktualne, kar omogoca objavo dognanj v mednarodno priznanih
znanstvenih revijah. Pridobljena nova spoznanja so lahko v prihodnosti dobra osnova za
gospodarsko izkoriscanje.

ANG
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Microbial biofilms are populations of microoganisms that are attached to the surface of solid
materials. Bacteria growing in a biofilm differ markedly from their planctonic counterparts : in
expression of genes, cell physiology and in their increased resistance to antibiotics. Therefore,
biofilms represent a severe problem in medicine and the best approach to solve the problem is
to prevent biofilm formation. In our project we showed a possibility of using a novel original
approach. We show that it is possible to create materials with antimicrobial activity on the
surface by covalent binding of bioactive peptides via a suitable silane coating. By proper
selection of peptides, in addition to antimicrobial activity, such surfaces can bind bacterial
endotoxins, known to have dramatic clinical consequences when present in blood. Such surface
coatings can be suitable for application on medical devices, such as different implants, to
prevent bacterial biofilm formation. Research in the field of development of novel biomaterials
for medicine one one hand and of antimicrobial peptides on the other hand is of great scientific
interest what enables publication in recognized international scientific journals. In future, the
obtained new knowledge can lead to economic exploitation.

9.2. Pomen za razvoj Slovenijel?
SLO

Pokazali smo novo moznost za reSevanje problema tvorbe bakterijskega biofilma na
medicinskih napravah, kot so razni implantati. Raziskave so interdisciplinarne, saj povezujejo
znanja z razli¢nih podrocij, kot so nanomateriali, biotehnologija, biokemija, mikrobiologija in
medicina. Privedle so do pridobitve novih znanj, razvoja novih, kompleksnih metodologij ter
testiranja uporabnosti najsodobnejsih analitskih tehnik za konkretni problem. Nakazana je
moznost razvoja novih tehnologij in novih izdelkov. Vse to lahko prispeva k tehnoloskemu in
gospodarskemu razvoju Slovenije. Kon¢na uporaba novih izdelkov pa je namenjena varovanju
zdravija.

Rezultate raziskav objavljamo v mednarodni znanstveni literaturi in jih prikazujemo na domacih
in mednarodnih znanstvenih srecanjih. Skupaj s sodelavci na predhodnem evropskem projektu
smo prijavili mednarodni patent. Vse omenjeno doprinasa k promociji Slovenije v svetu.
Projekt je vkljuceval tudi mentorstvo mladim raziskovalcem, ki so uspesno zakljucili doktorski
Studij, oz. so pridobili nova znanja in nove izkuSnje na podrocju priprave biomaterialov, razvoja
in uporabe zahtevnejsih analitskih, mikrobioloskih in biokemijskih metod. Vse navedeno je
prispevalo k vzgoji vsestransko usposobljenega znanstvenega osebja.

ANG

We present a new approach to solve the problem of bacterial biofilm formation on medical
devices, such as different implants. The research is interdisciplinary, connecting knowledge of
different area, such as nanomaterilas, biotechnology, biochemistry, microbiology and medicine.
It resulted in acquiring new knowledge and development of novel, complex methodologies, and
testing of applicability of modern analytical techniques for the concrete problem. A new
possibility of development of original technologies and novel products is presented. All these
can contribute to the technological and economic development of Slovenia. Finally, the
application of the novel products is intended to improve health care.

Results of our research are published in the international scientific literature and are presented
to broader audience at the national and international scientific meetings. Together with our
collaborators in a previous EU project we have prepared an international patent application. All
mentioned activities contribute to promotion of Slovenia in the World.

Within the project, supervision of young researchers was included. They successfully finished
PhD theses and acquired new knowledge and experiences in the filed of designing and
production of novel biomaterials, development and use of demanding analytical, microbiological
and biochemical methods. All these contributed to education and formation of a versatile
scientific staff.

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 O pA ONE
Rezultat ’ _|

Uporaba rezultatov ]
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F.02 (Pridobitev novih znanstvenih spoznanj

Zastavljen cilj O pA ONE

Rezultat ’ _|

Uporaba rezultatov ] =l
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 ObA CINE

Rezultat ’ _|

Uporaba rezultatov ] _|
F.06 |Razvoj novega izdelka

Zastavljen cilj O pa ONE

Rezultat ’ _|

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

Zastavljen cilj O pa ONE

Rezultat ’ _|

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

Zastavljen cilj OpA ONE

Rezultat ’ _|

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

Zastavljen cilj O pA ONE

Rezultat ’ _|

Uporaba rezultatov ] =l
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
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Rezultat ’ _|
Uporaba rezultatov ] =l
F.12 [(IzboljSanje obstojece storitve
Zastavljen cilj O pa 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 bA ONE
Rezultat ’ _|
Uporaba rezultatov ] =l
F.17 |[Prenos obstojecih tehnologij, znanj, metod in postopkov v prakso
Zastavljen cilj O pA ONE
Rezultat ’ _|
Uporaba rezultatov ] _|
F.18 Posredovanje novih znanj neposrednim uporabnikom (seminarji, forumi,
konference)
Zastavljen cilj O bpa ONE
Rezultat ’ _|
Uporaba rezultatov ] _|
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 ObA COINE
Rezultat ’ hd

Projekt J-9447

Stranll od17



Zakljuéno porailo o rezultatih raziskovalnega projekta

Projekt J-9447

Uporaba rezultatov ] hd

F.21 [Razvoj novih zdravstvenih/diagnosti¢nih metod/postopkov
Zastavljen cilj O pAa ONE
Rezultat ’ _|
Uporaba rezultatov ] _|

F.22 [(IzboljSanje obstojecih zdravstvenih/diagnosti¢cnih metod/postopkov
Zastavljen cilj COpA ONE
Rezultat ’ _|
Uporaba rezultatov ] _|

F.23 |Razvoj novih sistemskih, normativnih, programskih in metodoloskih resitev
Zastavljen cilj Opa ONE
Rezultat ’ _|
Uporaba rezultatov ] _|

F.24 Izl‘?_oljéanje obstojecih sistemskih, normativnih, programskih in metodoloskih
resitev
Zastavljen cilj Opa ONE
Rezultat ’ _|
Uporaba rezultatov ] ~|

F.25 |Razvoj novih organizacijskih in upravljavskih resitev
Zastavljen cilj O pA ONE
Rezultat ’ _|
Uporaba rezultatov ] =l

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 bpa 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 O bpA ONE
Rezultat ’ _|
Uporaba rezultatov ] =l

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

Rezultat ]

Uporaba rezultatov

F.31 |Razvoj standardov

Zastavljen cilj O bA ONE

Rezultat ’

Uporaba rezultatov ]

F.32 |Mednarodni patent

Zastavljen cilj (JpA OONE

Rezultat ’

Uporaba rezultatov ]

F.33 |Patent v Sloveniji

Zastavljen cilj O pA ONE

Rezultat ]

Uporaba rezultatov ]

F.34 |Svetovalna dejavnost

Zastavljen cilj (JpA OUNE

Rezultat ]

Uporaba rezultatov ]

F.35 |Drugo

Zastavljen cilj O pa ONE

Rezultat ’

Uporaba rezultatov ]

Komentar

11. Samo za aplikativne projekte!
Oznacite potencialne vplive oziroma udinke vasih rezultatov na navedena podrocja

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

G.01 Razvoj visoko-Solskega izobrazevanja
G.01.01. [Razvoj dodiplomskega izobrazevanja| O O @)
G.01.02. [Razvoj podiplomskega izobrazevanja| O O O O
G.01.03. [Drugo: @) O O @)
G.02 Gospodarski razvoj
Goz01 |Reziitey penudoe o olo]o]o
G.02.02. |Siritev obstojecih trgov O O O O
G.02.03. |znizanje stroékov proizvodnje @) @] 0 @)
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G.02.04. irr:;?‘rg?jé:nje porabe materialov in '®) e e 'S
G.02.05. [Razsiritev podrodja dejavnosti O O O O
G.02.06. |Vetja konkurenéna sposobnost O O O O
G.02.07. |Vedji delez izvoza O O O O
G.02.08. |Povecanje dobictka O O O O
G.02.09. |Nova delovna mesta O O O O
G.02.10. ZDa\/;%silz;nbiLazbene strukture 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. '(Ij':?anvor:giléa razsSiritev/posodobitev '®) o o '®)
G.03.02. '(Ij':?anvor:giléo prestrukturiranje '® e e '
G.03.03. |Uvajanje novih tehnologij O 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. |Izbolj$anje vodenja in upravljanja @] O O [ ]
G.04.03. ilrfbjggiaenagr(i‘ilgvanja administracije ® 0 '®) O
G.04.04. |Razvoj socialnih dejavnosti O O O O
G.04.05. [Razvoj civilne druzbe O O O O
G.04.06. [Drugo: O O O O
Ohranjanje in razvoj nacionalne
G.05. naravne in kulturne dediséine in O O O O
identitete
G.06. :-I:zr‘(’):janje okolja in trajnostni '® O O ®
G.07 Razvoj druzbene infrastrukture
G.07.01. iI:ff;r::ra:Jclijtilig—komunikacijska O '®) '®) O
G.07.02. |Prometna infrastruktura O O O O
G.07.03. |[Energetska infrastruktura O O O @)
G.07.04. |Drugo: O O O O
cos. |Varovestaveinend | o | o | o | o
G.09. Drugo: O O O O
Komentar

12. Pomen raziskovanja za sofinancerje, navedene v 2. tockill
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Najpomembnejsi rezultati raziskovanja za sofinancerja

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
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
Sofinancer
Vrednost sofinanciranja za celotno obdobje EUR
trajanja projekta je znasala:
Odstotek od utemeljenih stroskov projekta: %
Sifra

1.
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Komentar

Ocena

C. IZJAVE
Podpisani izjavljam/o, da:

e so vsi podatki, ki jih navajamo v porocilu, resni¢ni in tocni

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:

Jozefa Friedrich in

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

Oznaka porocila: ARRS-RPROJ-ZP-2010-1/34

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: OBERMAIJER, 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

® Navedite najvec pet najpomembnejsih druzbeno-ekonomsko relevantnih rezultatov projektne skupine, ki so nastali v
Casu trajanja projekta v okviru raziskovalnega projekta, ki je predmet poro¢anja. Za vsak rezultat navedite naslov
(najvec 150 znakov vkljucno s presledki), rezultat opisite (najvec 600 znakov vklju¢no s presledki), izberite ustrezen
rezultat, ki je v Sifrantu raziskovalnih rezultatov in ucinkov (Glej: http://www.arrs.gov.si/sl/gradivo/sifranti/sif-razisk-
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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 vkljuéno s presledki Nazai
10 Najved 4.000 znakov vkljuéno s presledki Nazai

1 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
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