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V €asu izvajanja projekta je raziskovalna skupina Biomedicina na Zavodu Republike
Slovenije za transfuzijsko medicino nadaljevala s strukturnimi Studijami epitopa, ki ga

prepoznava za PrpSe specificno monoklonsko protitelo V5B2 (mAb V5B2). Prisli smo do
zelo zanimivih zaklju€kov. Pritem smo uporabili nabor sintetskih peptidov, kjer smo v
originalnem peptidu P1 zamenjali doloCene aminokislinske ostanke, spremenjene
rekombinantne prionske proteine, kartiranje epitopov s fagi ter vzorce mozganov
transgenskih misk, okuzenih z govejimi in ¢loveskimi prioni (del raziskav smo opravili v
sodelovanju z univerzama v Trstu in v Milanu ter SISSA v Bazovici pri Trstu). Dologili
smo mesto (epitop), ki ga prepoznava s patentom zas&iteno monoklonsko protitelo (mAb)
V5B2. To je skrajSana oblika prionskega proteina PrP226, ki je znadilno prisotna v s TSE
okuzenih mozganih in smo jo opisali prvi na svetu. Nasa dognanja tako odpirajo nove
razseznosti v raziskavah, diagnostiki in terapiji prionskih bolezni. Rezultate smo objavili v
drugem letu trajanja projekta in ob njegovem zaklju¢ku (Koren S., doktorska disertacija,
2009; Kosmac M. in sod., Mol. Immunol., 2011).

Objavili smo rezultate raziskav, ki vkljuCujejo pripravo in opredelitev anti-idiotipskih
monoklonskih protiteles proti omenjenemu protitelesu (¢lanek je izSel v drugem letu
trajanja projekta - Colja Venturini A. in sod., BMC Immunology, 2009; Colja Venturini A.,
doktorska disertacija, 2010) in pokazali nov pristop v raziskavah prionov ter enega od
moznih nac€inov zdravljenja prionskih bolezni. Na$ ¢lanek je bil v letu 2009 drugi najbolj
obiskan prispevek v reviji BMC Immunology.

Proucevali smo tudi celi¢ni odziv razliénih variant peptida P1. Na povabilo ugledne
ameriske revije smo napisali pregledni ¢lanek o0 mozni uporabi prionskih peptidov za
vakcinacijo (Ghielmetti M. in sod., Mini Reviews in Medicinal Chemistry, 2009). Objavili
smo tudi pregledni ¢lanek o metabolizmu prionov (Vranac T. in Bresjanac M., Current
Drug Targets, 2010).

Prisotnost obeh izooblik prionskega proteina (PrPC in PrPSC) na celicah ter izrazanje
razlicnih epitopov smo proucevali s panelom monoklonskih protiteles na modelu
intravenozno inficiranih makakov s TSE (BSE, vCJB) v CEA v Parizu (podoktorsko
usposabljanje T. Vranac), ki je evropski center za delo s prioni in eden od dveh centrov
na svetu, kjer se tovrstni eksperimenti lahko izvajajo. Model, ki smo ga uporabili, je zelo
pomemben za proucevanje prenosa bolezni s transfuzijo krvi (Clanek v pripravi).

S pomocdjo panela lastnih monoklonskih protiteles (med njimi so tudi mAbs proti PrP) in
hibridomskih celi¢nih linij, ki ta protitelesa proizvajajo, smo razvili metodologijo za
identifikacijo celi¢nih linij. Delo smo objavili v reviji Appl. Microbiol. Biotechnol. (Koren S.
in sod., 2008) in na osnovi objave dobili povabilo, da napiSemo poglavje za knjigo
Molecular Biology Research Horizons (Kosmac M. in sod., 2010).

V okviru projekta smo pripravili tudi panel monoklonskih protiteles proti misjemu peptidu
P1, tako da smo imunizirali misi z izbitim genom za prionski protein ter misi BALB/c
(slednje izrazajo PrP). Zal nismo uspeli pripraviti mAbs z lastnostmi, kot jih ima V5B2.

Nadaljevali smo tudi s prou¢evanjem drugih mAbs, ki smo jih pripravili v preteklih letih
proti humanemu rekombinantnemu PrP po imunizaciji midi z izbitim genom za PrP. V
sodelovanju s SISSA smo uspeli dokazati, da mAbs proti N - koncu PrP pozdravijo
celicne linije, okuzene s prioni in nekatera med njimi predstavljajo potencialna zdravila
(Clanek v pripravi).

Na Fakulteti za kemijo in kemijsko tehnologijo smo pripravili prokariontski ekspresijski
vektor za pripravo enoveriznih fragmentov protiteles, sestavljenih po nacelu variabilna
regija 1 - povezovalni peptid - variabilna regija 2 (Skrlj N. in sod., Protein Expression and
Purification, 2009). Na osnovi pripravljenih konstruktov smo zapise za enoverizne
fragmente, ki predstavljajo povezani variabilni regiji (scFv) mAb V5B2, na enak nacin pa
Se &tirih humaniziranih oblik tega protitelesa, prenesli v ekspresijski vektor pMD204, ki
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smo ga pripravili predhodno (Skrlj N. in sod., Protein Expression and Purification, 2009).
Optimirali smo pogoje gojenja misjega fragmenta scFv v E. coli in doloCili njegove
lastnosti (Skrlj N. in sod, Applied Biochemistry and Biotechnology, 2010). Fragment naj bi
bil sorazmerno obstojen v pogojih in vivo. Pripravili smo tudi humanizirano obliko scFv in
ugotovili, da je obdrzala vezalne lastnosti originalnega mAb V5B2 (Skrlj N. in sod.,
PLosOne, 2011; Skrlj N., doktorska disertacija, 2011 ).

Delo je potekalo v naslednjem zaporedju: Iz misSjih hibridomskih celic, ki so izrazale
protitelo V5B2, specificno za patolosko izoobliko prionskega proteina, smo izolirali mMRNA
in jo pretvorili v cDNA. Dolocili smo nukleotidna zaporedja segmentov, ki zapisujejo za
protitelo in s PCR pomnoZili regiji z zapisoma za variabilni domeni teZke in lahko verige.

Nato smo pripravili strukturni model monoklonskega protitelesa, kjer smo izhajali iz
aminokislinskega zaporedja in prostorskih struktur po zaporedju podobnih protiteles.
Preverili smo, kateri aminokislinski ostanki v miSjem monoklonskem protitelesu so
izpostavljeni in hkrati razliéni pri misjem in strukturno najbolj podobnih ¢&loveskih
protitelesih ter naredili na¢rt zamenjave aminokislinskih ostankov.

Mutagenezo smo izvedli ve¢inoma s PCR ob uporabi termostabilne ligaze. Vsem
mutiranim konstruktom smo preverili nukleotidna zaporedija in jih vstavili v ekspresijski
vektor pMD203, ki smo ga konstruirali prav z namenom izraZzanja ve¢domenskih
proteinov, kakrSna so tudi protitelesa oziroma njihovi enoverizni fragmenti (scFv), pri
katerih sta dve domeni povezani s peptidnim linkerjem.

Rekombinantne vektorje smo vnesli v bakterije Escherichia coli in inducirali izraZzanje
genskih vklju¢kov. Na primeru miSjega scFv smo ugotavljali, ali je orientacija obeh
variabilnih domen pomembna za raven izrazanja in imunoloske lastnosti. Analizirali smo
topnost proteinskih produktov in ugotavljali njihovo lokalizacijo. Pri tem smo ugotovili, da
je protein ve€inoma prisoten v bakterijski periplazmi, ¢emur smo prilagajali tudi
izolacijske pogoje. Vzporedno smo optimizirali pogoje gojenja bakterij ter ugotovili, da je
rekombinantni protein pri standardnih pogojih netopen, topnost pa lahko izboljSamo z
gojenjem mikroorganizmov pri suboptimalni temperaturi za rast (16 °C).

Pridoblijene scFv smo izolirali iz bakterijskih celic z afinitetho kromatografijo na
imobiliziranih nikljevih ionih. Dologili smo tudi stabilnost misjega scFv v serumu in s tem
ugotovili, da bi tak protein bil sorazmerno obstojen v pogojih in vivo. Imunohistokemijske
analize patoloskih vzorcev mozZganov so pokazale, da se rekombinantni misji scFv
uspesno vezejo na proteinske agregate, ki so znacilni za bolnike s prionskimi boleznimi.

Na enak nacin smo pripravili tudi humanizirane oblike, pri ¢emer smo imeli ve€ do
razlicne stopnje humaniziranih konstruktov. Ugotovili smo, da je mogoc€e prilagajanje
povrdine le do dolo¢ene mere, nadaljevanje postopka pa privede do nestabilnega in/ali
neaktivnega proteina. Humanizacija je bila mogo¢a do zamenjave 13 ostankov v strukturi
misjega protitelesa. ImunoloSke in imunohistokemijske analize so pokazale, da je
humanizirani scFv obdrzal specificnost izhodis€nega protitelesa, njegova afiniteta do
osnovnega antigena pa je nekoliko nizja v primerjavi s fragmenti Fab, dobljenimi s
proteoliti€no cepitvijo monoklonskega protitelesa V5B2.

Glede na ugotovljene moznosti biotehnoloSke proizvodnje scFv in lastnosti humaniziranih
verzij protitelesa sklepamo, da pripravljeni konstrukti predstavljajo dobro izhodiSce za
pripravo diagnosti¢nih in/ali terapevtskih proteinov, specifi¢nih za patolosko izoobliko
prionskega proteina.

Na Biotehniski fakulteti UL smo pripravili ekspresijske vektorje brez in s signalno
sekvenco za izrazanje rekombinantnega encima Ape263.1 v E. coli in Streptomyces
rimosus. Encim je citotoksiCen za E. coli. Pri S. rimosus M4018 je priSlo do povecane
ekstracelularne in intracelularne proteoliti¢ne aktivnosti nekaterih klonov. Za encimske
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teste smo uporabili prirejen azokazeinski test in zimogramski test aktivnosti na
poliakrilamidnem gelu. Skupina je prijavila evropski patent (Poklar Ulrih N. in Vilfan T.,
Composition and methods for degradation of protein deposites and prions. EP09913171,
2009).

Optimizirali smo tudi ¢iS¢enje proteaze na sistemih FPLC z uporabo gelske filtracije in
ionsko-izmenjevalne kromatografije. Uspeli smo identificirati encim z MS/MS, N-
terminalna identifikacija ni bila uspesSna. Za nativno obliko pernizina smo izvedli osnovne
teste karakterizacije proteaze: doloditev Mr, identifikacija z MS/MS, vpliv inhibitorjev,
denaturantov, ionske jakosti, pH, dodatka CaCl,, in kvalitativno doloCitev proteoliticne

aktivnosti s cimografijo. Dolocili smo fizikalno termostabilnost proteaze pri razli¢nih
vrednostih pH s fluorescenéno spektroskopijo. Prilagodili smo standardni encimski test
na osnovi azokazeina za PCR napravo. Za encimsko detekcijo smo uporabljajo tudi
sintetiéen kromogen substrat N-Suc-AAPF-pNa, ki je primeren za serinske proteaze.

Nemodificiran gen smo vstavili v razlicne verzije vektorja pMCSG z razli¢nimi vkljucki
(GST, His, maltoza vezalni protein). Izrazanje v E. coli ni bilo uspesno. Pripravili smo tudi
konstrukte, ki imajo uvedeno mutacijo v predvidenem aktivnem mestu S355A ter gen za
pernizin, ki je prilagojen bakterijskemu translacijskemu sistemu ter

konstrukte za izrazanje v Streptomyces rimosus. Uporabili smo nemaodificiran gen in gen
s prilagojeno kodonsko sestavo za Streptomyces sp.. Za laZjo identifikacijo smo dodali
His-vklju€ek in naredili konstrukte, kjer je pred genom uvedeno signalno zaporedje SerT,
ki se je izkazalo za uspes$no pri izrazanju drugih rekombinantnih proteinov v
Streptomyces sp. |zraZanje in analiza, kjer uporabljamo vektorje s prilagojeno kodonsko
sestavo in oznako His6, je v teku.

4. Ocena stopnje realizacije zastavljenih raziskovalnih ciljevi

V Casu izvajanja projekta smo uspesno nadaljevali z raziskavami, ki smo jih zaceli v ¢asu
trajanja prejsnjih dveh projektov (L3-3435 in L3-6006), kar kaze sStevilo objavljenih del s
podrocja pricujoCega projekta (7), prijavljenih in podeljenih patentov (2), zakljucenih
doktorskih disertacij (3), predvsem pa povabilo za pisanje preglednih ¢lankov (Mini Reviews in
Medicinal Chemistry) ter poglavja v knjigi (Molecular Biology Research Horizons).

Za preverjanje raziskovalnih hipotez, ki smo si jih zastavili, ter za doseganje ciljev, smo razvili
ustrezna orodja, povezali pa smo se tudi z uglednimi raziskovalnimi institucijami v tujini na
tem podrocju (CEA, SISSA, Univerzi v Trstu in Milanu), kjer smo opravili del raziskav, ki jih v
Ljubljani ne moremo izvajati.

Postavili smo tudi nekaj novih hipotez, do katerih so nas privedli nasi rezultati.
O tem, da imajo nase raziskave poleg znanstvenega pomena tudi uporabno vrednost, prica

zanimanje tuje industrije za sofinanciranje projekta ter za uporabo rezultatov v industrijskih
procesih.

5. Utemeljitev morebitnih sprememb programa raziskovalnega projekta oziroma
sprememb, povedanja ali zmanj$anja sestave projektne skupine2

V Casu izvajanja projekta ni bilo bistvenih odstopanj od predvidenega programa
raziskovalnega projekta in njegovih ciljev, postavili pa smo nekaj novih hipotez, do
katerih so nas privedli rezultati raziskav.
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6. Najpomembnejsi znanstveni rezultati projektne skupine§

Znanstveni rezultat

1. |Naslov sLo |Peptidi prionskega proteina kot cepiva

ANG [Prion Protein Peptides as Vaccines

Raziskave, povezane z imunogenostjo prionskega proteina (PrP), so
pomembne za razumevanje imunskega odziva na omenjen protein. Velik
izziv v raziskavah prionov predstavlja inhibicija patoloske izooblike PrP,
Opis sLo |PrPSc, vendar tako, da ne poskodujemo celicne oblike omenjenega proteina
(PrPC). V ¢lanku povzemamo raziskave (vklju¢no z nasimi), v katerih so za
imunizacijo uporabili sintetske peptide in ugotavljamo, kateri deli PrP so
imunogeni.

Investigations into the immunogenicity of the prion protein are ongoing. To
combat its pathological isoform without affecting the cellular prion protein is
ANG [a challenge in prion research. We here summarize the studies in which prion
protein peptides have been used for immunization, to thus determine the
most immunogenic parts of the prion protein.

GHIELMETTI, Mascia, VRANAC, Tanja, CURIN-SERBEC, Vladka. Mini Rev.
Med. Chem., 2009, letn. 9, st. 4, str. 470-480. [COBISS.SI-ID 25501145]

Tipologija 1.02 Pregledni znanstveni ¢lanek
COBISS.SI-ID (25501145

2. |Naslov sLo |Anti-idiotipska protitelesa: nov pristop v raziskavah prionov

Objavljeno v

ANG |Anti-idiotypic antibodies: a new approach in prion research

Clanek opisuje pripravo anti-idiotipskih (Ab2) protiteles proti mAb V5B2,
specificnem za patolosko izoobliko prionskega proteina, PrPSc, v
ksenogenskem (kokosi) in singenskem (misi BALB/c) sistemu. S pomocjo
ustrezne imunizacije (celotno protitelo oz. Fab fragmenti) ter selekcije s
panelom monoklonskih protiteles, ki smo jih na ZTM pripravili v preteklih
letih, smo pokazali ne le, da je z dobro nacrtovano strategijo mozno
pripraviti Ab2, temvec da je takSen pristop mogoce uporabiti pri nacrtovanju
terapije prionskih bolezni.

The article describes the production of anti-idiotypic antibodies (Ab2) against
mAb V5B2, which selectively recognizes pathological isoform of PrP, PrPSc, in
xenogeneic (hen) and syngeneic (BALB/c mice) experimental system. With
ANG [adequate immunisation procedure following well-planned selection with
mAbs, prepared in our laboratory in previous years, we were able not only to
show that it was possible to produce Ab2, but also to use this approach in
prion research.

COLJA VENTURINI, Anja, BRESJANAC, Mara, VRANAC, Tanja, KOREN, Simon,
NARAT, Mojca, POPOVIC, Mara, CURIN-SERBEC, Vladka. BMC Immunol,
2009, vol. 10, article 16, on line. http://www.biomedcentral.com/1471-
2172/10/16, doi: 10.1186/1471-2172-10-16.

Tipologija 1.01 Izvirni znanstveni ¢lanek
COBISS.SI-ID (2440072

3. |Naslov sLo [Sekvenciranje variabilnih regij protiteles za identifikacijo hibridomov

Opis SLO

Objavljeno v

ANG |Antibody variable-region sequencing for hybridoma authentication

Zamenjava in navzkrizna kontaminacija celi¢nih linij, ki se uporabljajo v
raziskavah in v biotehnoloskih procesih, predstavljata velik in resen problem.
Zaradi tega moramo pri delu uporabljati dobro opredeljene celi¢ne kulture. V
publikaciji predlagamo in opisujemo metode, ki naj bi jih laboratoriji v
raziskovalnih institucijah in v industriji uporabljali za opredelitev
hibridomskih celi¢nih linij in s tem zagotovili preverljive rezultate in
kakovostno izvajanje procesov. Za nase delo se zanimajo industrijski
partneriji, ki Zelijo nase dosezke uporabiti v svoji proizvodnii.

Opis SLO

Cross-contamination of the cell lines, which are used in research and in
biotechnological processes, represents a huge problem and for this reason,
ANG [the cell lines must be well defined. The methods, which must be used in the
research work as well as in industry to assure a quality measures as well as
the accurate and reproducible results, are proposed and described in our
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paper. Industrial partners have expressed their intent to implement our
technology for the characterisation of the cell lines, which are used in their
production.
KOSMAC, Miha, KOREN, Simon, SKRLJ, Nives, DOLINAR, Marko, CURIN-
SERBEC, Vladka. v: OVESEN, Kresten (ur.), MATTHIESEN, Ulrich (ur.). DNA :
Objavljeno v [Properties and Madifications, Functions and Interactions, Recombination and
Applications Series : [Fingerprinting, Sequencing and Chips]. New York:
Nova Science Publishers, 2009, str. 33-54, ilustr. [COBISS.SI-ID 27431385]
1.16 Samostojni znanstveni sestavek ali poglavje v monografski
publikaciji
COBISS.SI-ID (27431385

Tipologija

Specificna vezava patoloske izooblike prionskega proteina: razvoj in
opredelitev humaniziranega enoveriznega fragmenta Fv protitelesa

Specific binding of the pathogenic prion isoform: Development and
characterization of a humanized single-chain variable antibody fragment

\V ¢lanku opisujemo pripravo in lastnosti humanizirane oblike enoveriznega
fragmenta monoklonskega protitelesa V5B2, ki selektivno prepoznava
patolosko obliko prionskega proteina. V misjem enoveriznem fragmentu smo
zamenjali 13 aminokislin, ki smo jih dolocili z racunalniskim modeliranjem.
Humanizirani enoverizni fragment smo izrazili v bakterijskem sistemu in
ocistili s kelatno kromatografijo. S pomocjo imunoloskih metod smo
ugotovili, da je fragment obdrzal vezalne lastnosti prvotnega protitelesa in
tako predstavlja potencialno diagnosti¢no in/ali terapevtsko orodje.

We humanized a single-chain V5B2 antibody, using variable domain
resurfacing approach guided by computer modelling. Design based on
sequence alignments and computer modelling resulted in a humanized
version bearing 13 mutations compared to initial murine scFv. The

ANG |humanized scFv was expressed in bacterial system and purified by metal-
affinity chromatography. Unaltered binding affinity to the original antigen
was demonstrated by ELISA and maintained binding specificity was proven
by Western blotting and immunohistochemistry. Described humanized scFv
might become a potential therapeutic reagent.

Nives Skrlj, Tanja Vranac, Mara Popovi¢, Vladka Curin Serbec, Marko Dolinar,
PlosOne 2011, 6(1) (COBISS.Si-ID 34754053)

Tipologija 1.01 Izvirni znanstveni ¢lanek

COBISS.SI-ID (34754053

Kartiranje epitopa za PrPSc-specificno monoklonsko protitelo: Dolocitev
novega, na C-koncu skrajSanega fragmenta

Epitope mapping of a PrPSc-specific monoclonal antibody: Identification of a
novel C-terminally truncated prion fragment

\V Clanku opisujemo dolodlitev epitopa za PrPSc-specificnega monoklonskega
protitelesa V5B2. Ugotovili smo, da omenjeno protitelo ne prepoznava razlike
v konformaciji med celicno (PrPC) in patolosko (PrPSc) izoobliko prionskega
Opis SLO |proteina, kot smo predvidevali, temvec skrajsano obliko PrPSc, PrP226, ki je
znacilno prisotna v s TSE okuzenih vzorcih. V raziskavi smo uporabili metodo
kartiranja epitopov z izrazanjem peptidov na fagih ter tehnologijo
rekombinantne DNA.

The article describes epitope mapping of a PrPSc-specific monoclonal
antibody, which does not discriminate a conformational change between
cellular (PrPC) and pathological (PrPSc) prion protein isoform, as described
previously. By using phage display technology and molecular biology
methods, a new C-terminally truncated fragment, PrP226, was determined in
TSE infected samples.

KOSMAC, Miha, KOREN, Simon, GIACHIN, Gabriele, CURIN-SERBEC, Vladka.
Objavljeno v [Mol. Immunol. [Print ed.], 2011, vol. 48, iss. 5, str. 746-750, ilustr.
[COBISS.SI-ID 27952345]

Tipologija 1.01 Izvirni znanstveni ¢lanek
COBISS.SI-ID (27952345

4. |Naslov SLO

ANG

Opis SLo

Objavljeno v

5. [Naslov SLO

ANG

ANG

7. Najpomembnejsi druzbeno-ekonomsko relevantni rezultati projektne skupine®

| |Druibeno-ekonomsko relevantni rezultat
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. | Naslov

SLO

Mednarodna povabila vodji projekta

ANG

International invitations to the head of the project

Opis SLo

Povabilo Svedske Kraljeve akademije znanosti V. Curin Serbec, da predlaga
kandidata za Nobelovo nagrado za kemijo za leto 2010 (pismo odbora je
zaupne narave).

Povabilo Svetovne imunoloske zveze (IUIS), da V. Curin Serbec sestavi in
vodi mednarodno Komisijo za standardizacijo in oceno kakovosti medicinskih
imunoloskih laboratorijev pri IUIS (pismo prof. Valente v imenu IUIS).

ANG

The Royal Swedish Academy of Science has invited V. Curin Serbec to
nominate a candidate for the Nobel prize for chemistry in 2010 (a letter form
the Nobel Committee)

International Union of Immunological Societies (IUIS) has invited V. Curin
Serbec to form and lead an international IUIS Subcommittee for the
Standardisation and Quality Assesment of Immunological diagnostics (a
letter of prof. Valenta in the name of IUIS).

Sifra

D.03 Clanstvo v tujih/mednarodnih odborih/komitejih

Objavljeno v

Osebna pisma.

Tipologija 2.15 Izvedensko mnenje, arbitrazna odlo¢ba
COBISS.SI-ID |000
. |Naslov sLo |Mednarodna povabila vodji projekta
ANG [International invitations to the head of the project
Opis S0 Povabilo ameri$ke zalozbe Bentham Science Publishers V. Curin Serbec za
P Clanico urednikovega svetovalnega odbora (pismo urednika).
ANG The invitation to V. Curin Serbec to be a member of the editor's advisory
board of Bentham Science Publishers.
Sifra C.06 Clanstvo v uredniSkem odboru

Objavljeno v

Osebna pisma.

Tipologija

2.15 Izvedensko mnenje, arbitrazna odlocba

COBISS.SI-ID

000

. | Naslov

SLO

Ocena moznosti za okuzbo celi¢ne linije CHO s prioni

ANG

Overwiev of potentials for the infection of CHO cell line with prions

Opis SLO

\/ elaboratu na osnovi lastnega znanja, pridobljenega v okviru nacionalnih
raziskovalnih projektov ter pregleda znanstvene in strokovne literature
ocenjujemo moznost okuzbe CHO celic, ki jih uporabljajo v biofarmacevtski
proizvodnji, s prioni.

ANG

On the basis of the knowledge, obtained during national research projects
and the overwiev of the existing literature, the authors made the analyses of
the potentials for the infection of CHO cell line, which is used in
biopharmaceutical production, with prions.

Sifra

D.08 Upravljanje in razvoj raziskovalnega dela

Objavljeno v

Simon Koren in Vladka Curin Serbec, Ekspertno mnenje za Lek-Novartis

Tipologija

2.15 Izvedensko mnenje, arbitrazna odlocba

COBISS.SI-ID

000

. | Naslov

SLO

Uporaba inovativnih strukturno-funkcionalnih korelacij za pripravo hrane za
zdravije, dobro pocutje in zadovoljstvo.

ANG

“The application of innovative fundamental food-structure-property
relationships to the design of foods for health, wellness and pleasure”

Opis SLO

Fenolne spojine sintetizirajo rastline in jih zato najdemo v sadju, zelenjavi,
Cajih, kavi, vinu itd. v razlicnih koli¢inah. Fenolne spojine imajo velik vpliv na
prehranske in organolepti¢ne lastnosti zivil rastlinskega izvora. Razumevanje
delovanja fenolnih spojin je problem, ki ga Zelimo resiti v okviru COST
projekta. Ucinek fenolnih spojin na ¢loveski ali Zivalski organizem je odvisen
od absorpcije in bioloSke razpoloZljivosti v tkivu in celicah.

Prijavna vloga:ARRS-RPROJ-ZP-2011-1/64
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vegetables, tea, coffee, wine etc. in different amount. They influence dietary
and sensory characteristics of plant foods. It is generally accepted that they
ANG |have positive effect on human health because of their antioxidative,
antimicrobial, cardioprotective and anticancerogenic activity. The aim of this
project is for better understanding of phenolic compounds activity.

Sifra D.01 Vodenje/koordiniranje (mednarodnih in domacih) projektov
Objavljeno v |[COST projekt, FA1001, vodja N. Poklar Ulrih
Tipologija 2.14 Projektna dokumentacija (idejni projekt, izvedbeni projekt)

COBISS.SI-ID |000

5. |Naslov sLo [Poucevanje na univerzi

ANG [Teaching at the university

\Vladka Curin Serbec, Natasa Poklar Ulrih in Marko Dolinar smo profesorji na
Univerzi v Ljubljani, kjer poucujemo na dodiplomski in podiplomski stopniji,
Opis SLo [smo nosilci predmetov in mentoriji pri diplomskih in doktorskih delih ter
nagradah za Studente, ki svoje znanje uspesno prenasamo na mlade
generacije.

Vladka Curin Serbec, Natasa Poklar Ulrih and Marko Dolinar are teaching
undergraduate and postgraduate students at the Univerity of Ljubljana and
are mentors to students, transferring their knowledge to younger
generations.

Sifra D.10 Pedagosko delo

ANG

Sprejeti programi visokosolskega studija (dodiplomskega in podiplomskega)
Univerze v Ljubljani.

Tipologija 2.25 Druge monografije in druga zakljucena dela
COBISS.SI-ID (000

Objavljeno v

8. Drugi pomembni rezultati projetne skupine§

V okviru projekta so uspesno koncali podiplomsko usposabljanje mladi raziskovalci dr. Simon
Koren (ZTM, koncal 2009, zaposlen v Omega d.0.0.), dr. Anja Colja Venturini (ZTM, koncala
2010, zaposlena v Lek Novartis d.d.) in dr. Nives Skrlj (FKKT UL, koncala 2011), vsi so koncali
univerzitetni podiplomski $tudij biomedicine na Medicinski fakulteti UL. Marko Snajder (BF UL)
je vpisan v drugi letnik podiplomskega Studija Biomedicina.

9. Pomen raziskovalnih rezultatov projektne skupineg

9.1. Pomen za razvoj znanosti®
sLO

Sodelujodi na projektu smo v preteklih letih s svojimi rezultati dokazali, da znamo uspesno
izvajati in zakljuciti zahtevne znanstvene in aplikativne projekte. V okviru pri¢ujo¢ega projekta
smo preverjali zastavljene znanstvene hipoteze. V svoje raziskave smo vpeljali nova orodja in
tehnologije, mnoge od njih je mogoce uporabiti tudi v diagnosti¢ne in/ali terapevtske namene,
ne le na podrocju prionov, temvec tudi na drugih podrocjih medicine. Na podrocju
biotehnologije Zelimo poiskati moznosti za dekontaminacijo odpadkov ob istoc¢asni izrabi
energije, ki bo v tem procesu nastala.

Stevilo znanstvenih objav in njihova citiranost, Stevilo del, poslanih oz. sprejetih v tisk, povabila
k pisanju preglednih ¢lankov in poglavja v knjigi, podeljeni ter prijavljeni patenti ter
sofinanciranje tuje industrije potrjujejo kakovostno delo projektne skupine na podrocju
nevrodegenerativnih bolezni, ki velja za enega zahtevnejsih v biomedicini.

ANG

The project team has shown with the results in the past years to be capable to carry out
demanding research and applicative projects. In the scope of this project, some still unsolved
problems in the field of prion biology are studied with new tools, which we have developed.
Some of them are implemented in diagnostic and/or therapeutic purposes not only in the field
of prions, but also in other medical fields. We would also like to explore the possibility for
decontamination of waste , containing infective protein aggregates and consequent use of
energy, released in this process.
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The number of publications and their citations, articles in press or sent for publication, the
invitation to write a review article and a book chapter, granted and filled patents as well as co-
financing of from the foreigh industrial partner confirm the quality of our work in the field of
neurodegenerative disorders, which is supposed to be one of the most difficult in biomedicine.

9.2. Pomen za razvoj Slovenijeu
SLO

Slovenija na svoji poti med najrazvitejSe evropske drzave potrebuje tudi skupine, ki so poleg
tega, da objavljajo znanstvene Clanke, sposobne izvajati uporabne raziskave ter rezultate
razvojno-raziskovalnega dela prenasati v prakso. PodrocCje biomedicine, kjer se prepletajo
naravoslovne znanosti (biokemija in molekularna biologija) z medicinskimi znanostmi
(imunologija, transfuzijska medicina) in biotehnologijo, je eden od znacilnih primerov.
Osvajanje novih tehnologij in orodij je tista osnova za moderno in uspesno evropsko drzavo, ki
lahko na dolgi rok zagotavlja blagostanje svojim drzavljanom.

Pridobljeno znanje nam omogoca, da se vkljuCujemo v svet in predstavljamo Slovenijo v
najvplivnejSih mednarodnih strokovnih in znanstvenih institucijah. V procesu raziskovalnega
dela usposabljamo kakovostne kadre za gospodarstvo in javni sektor ter postavljamo osnove za
oblikovanje novih delovnih mest ter za nastanek novih podjetij.

ANG

On its progress among the most developed European countries, Slovenia needs groups, which
are able to carry out applicative projects and implement the results into routine use besides
publishing research articles in renowned journals. The field of biomedicine, which brings
together life sciences (biochemistry and molecular biology), medical sciences (immunology,
transfusion medicine) and biotechnology, is a good example. Development of new tools and
new technologies is the basis for a modern and successful European country, which in the long
term assures well-being of its citizens. It also enables equal involvement in global issues and
representation of the country in the world's most important professional and scientific
organisations. Last, but not least, highly educated professionals for industry and other public
institutions are raised during our research processes. The gained knowledge also represents the
basis for new employments and start up of new companies.

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

Cilj

F.01 |Pridobitev novih prakti¢nih znanj, informacij in vescin
Zastavljen cilj ® pA ONE
Rezultat ] _[

Uporaba rezultatov ] _[

F.02 |Pridobitev novih znanstvenih spoznanj

Zastavljen cilj ® pAa ONE

Rezultat ] _[

=

Uporaba rezultatov

F.03 |Vecja usposobljenost raziskovalno-razvojnega osebja

Zastavljen cilj ® pA ONE

Rezultat ’ _I

=

Uporaba rezultatov

F.04 [Dvig tehnoloske ravni
Zastavljen cilj ® pAa ONE

Rezultat
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Uporaba rezultatov

F.05

Sposobnost za zacetek novega tehnoloskega razvoja

Zastavljen cilj

® pA O NE

Rezultat ]

=

Uporaba rezultatov ]

=l

F.06

Razvoj novega izdelka

Zastavljen cilj

7 =

DA ®NE

Rezultat |

=

Uporaba rezultatov ]

=

F.07

IzboljSanje obstojecega izdelka

Zastavljen cilj

O DA @ NE

Rezultat ]

=

Uporaba rezultatov ]

=

F.08

Razvoj in izdelava prototipa

Zastavljen cilj

O pA @ NE

Rezultat ]

Uporaba rezultatov ]

F.09

Razvoj novega tehnoloskega procesa oz. tehnologije

Zastavljen cilj

® pA ONE

Rezultat ]

Uporaba rezultatov ]

F.10

IzboljSanje obstojecega tehnoloskega procesa oz. tehnologije

Zastavljen cilj

® pAa ONE

Rezultat ’

=

Uporaba rezultatov

=

F.11

Razvoj nove storitve

Zastavljen cilj

O DA @ NE

Rezultat ]

=

Uporaba rezultatov

=

F.12

IzboljSanje obstojece storitve

Zastavljen cilj

O DA @ NE

Rezultat ]

=

Uporaba rezultatov ]

=]

F.13

Razvoj novih proizvodnih metod in instrumentov oz. proizvodnih procesov

Zastavljen cilj

O DA @ NE

Rezultat ]

=

Uporaba rezultatov ]

=

F.14

IzboljSanje obstojecih proizvodnih metod in instrumentov oz. proizvodnih

procesov
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Zastavljen cilj O pa @NE
Rezultat ] _[
Uporaba rezultatov ] _[
F.15 |Razvoj novega informacijskega sistema/podatkovnih baz
Zastavljen cilj O bA @ NE
Rezultat | ~|
Uporaba rezultatov ] _[
F.16 |Izboljsanje obstojecCega informacijskega sistema/podatkovnih baz
Zastavljen cilj DA @ NE
Rezultat ] _I
Uporaba rezultatov ] _[
F.17 |Prenos obstojecih tehnologij, znanj, metod in postopkov v prakso
Zastavljen cilj O bpA @ NE
Rezultat | 4|
Uporaba rezultatov ] _[
F.18 Posredovanje novih znanj neposrednim uporabnikom (seminarji, forumi,
konference)
Zastavljen cilj ®pa ONE
Rezultat ] _[
Uporaba rezultatov ] _[
F.19 |Znanje, ki vodi k ustanovitvi novega podjetja ("spin off")
Zastavljen cilj ® pA ONE
Rezultat | 4|
Uporaba rezultatov ’ _[
F.20 |Ustanovitev novega podjetja ("spin off")
Zastavljen cilj DA @ NE
Rezultat ] _[
Uporaba rezultatov ] _[
F.21 |Razvoj novih zdravstvenih/diagnosti¢cnih metod/postopkov
Zastavljen cilj ® pAa O NE
Rezultat | ~|
Uporaba rezultatov ] _[
F.22 |Izboljsanje obstojecCih zdravstvenih/diagnosti¢cnih metod/postopkov
Zastavljen cilj ®pa ONE
Rezultat ] _[
Uporaba rezultatov ] _[
F.23 |Razvoj novih sistemskih, normativnih, programskih in metodoloskih resitev
Zastavljen cilj O'pA @ NE
Rezultat _I
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Uporaba rezultatov

F.24

Izboljsanje obstojecih sistemskih, normativnih, programskih in metodoloskih

resitev

Zastavljen cilj

O DA @ NE

Rezultat

|

Uporaba rezultatov

F.25

Razvoj novih organizacijskih in upravljavskih resitev

Zastavljen cilj

O pA @ NE

Rezultat

|

Uporaba rezultatov

|

=

F.26

Izboljsanje obstojecih organizacijskih in upravljavskih resitev

Zastavljen cilj

O DA @ NE

Rezultat

|

=

Uporaba rezultatov

|

=

F.27

Prispevek k ohranjanju/varovanje naravne in kulturne dediscine

Zastavljen cilj

O pA @ NE

Rezultat

|

=l

Uporaba rezultatov

=

F.28

Priprava/organizacija razstave

Zastavljen cilj

O DA @ NE

Rezultat

|

=

Uporaba rezultatov

|

=

F.29

Prispevek k razvoju

nacionalne kulturne identitete

Zastavljen cilj

O pA @ NE

Rezultat

|

=

Uporaba rezultatov

|

=

F.30

Strokovna ocena stanja

Zastavljen cilj

O DA @ NE

Rezultat

Uporaba rezultatov

F.31

Razvoj standardov

Zastavljen cilj

Rezultat

Uporaba rezultatov

F.32

Mednarodni patent

Zastavljen cilj

® pA ONE

Rezultat

=

Uporaba rezultatov

=

F.33

Patent v Sloveniji
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Zastavljen cilj

® pa ONE

Rezultat

=

Uporaba rezultatov

=

F.34 |Svetovalna dejavno

Zastavljen cilj

O pA @ NE

Rezultat

=

Uporaba rezultatov

=

F.35 |Drugo

Zastavljen cilj

O pA @ NE

Rezultat

=

Uporaba rezultatov

=

Komentar

11. Samo za aplikativne projekte!
Oznacdite potencialne vplive oziroma ucdinke vasih rezultatov na navedena podrocja

Vpliv N_i Majh_en Sred_nji Velik
vpliva | vpliv vpliv vpliv

G.01 Razvoj visoko-Solskega izobrazevanja
G.01.01. |Razvoj dodiplomskega izobrazevanja| C C O]
G.01.02. [Razvoj podiplomskega izobrazevanja| O @] @] @®
G.01.03. |Drugo: @] @] @] @]
G.02 Gospodarski razvoj
coror [Septerponadhe oy cJoJo]oe
G.02.02. |Siritev obstojecih trgov C C C O]
G.02.03. |Znizanje stroskov proizvodnje C C C O]
G.02.04. zrr]r::‘;?f:nje porabe materialov in @) @) ®) ®
G.02.05. |Razsiritev podro¢ja dejavnosti O O ®
G.02.06. |Vedja konkurencna sposobnost O O O ®
G.02.07. |Vedji dele? izvoza C C C
G.02.08. |Povelanje dobicka C C C O]
G.02.09. |Nova delovna mesta O @] O O]
G.02.10. Eg’;%gf;nt};”be”e strukture O O O
G.02.11. |Nov investicijski zagon O O O
G.02.12. |Drugo: O O O O
G.03 Tehnoloski razvoj
G.03.01. '(Ij'z?anvor:giléa razsiritev/posodobitev e O O ®
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G.03.02. | jennelosco prestrukturiranje o |l o | ol e
G.03.03. |Uvajanje novih tehnologij @] @] O ®
G.03.04. |Drugo: O C O O
G.04 Druzbeni razvoj
G.04.01 |Dvig kvalitete Zivljenja O O O
G.04.02. |Izboljéanje vodenja in upravljanja O O ® O
G.04.03. }ﬁ?ggiae”airdaﬂgva”ja administracije | O O O
G.04.04. |Razvoj socialnih dejavnosti @® C @] C
G.04.05. [Razvoj civilne druzbe @] C ® C
G.04.06. |Drugo: @] @] @] O
Ohranjanje in razvoj nacionalne -
G.05. naravne in kulturne dedi$éine in ® QO o
identitete
G.06. :Iaazr‘cla‘\)ljanje okolja in trajnostni ® '®) @) C
G.07 Razvoj druzbene infrastrukture
6.07.01. |Informaciisko-komunikacijska © | o | o] c
G.07.02. |Prometna infrastruktura @® C C O
G.07.03. |Energetska infrastruktura ® @] @] O
G.07.04. |Drugo: @] @] O O
G.08. Varovanje zdravja in razvoj o O O ®
zdravstvenega varstva - - - -
G.09. Drugo: C L 4 C L 4

Komentar

12. Pomen raziskovanja za sofinancerje, navedene v 2. tocki 12

1. [Sofinancer

DiaMed Benelux N.V.

Vrednost sofinanciranja za celotno obdobje

Prijavna vloga:ARRS-RPROJ-ZP-2011-1/64

trajanja projekta je znasala: 52.995,00 EUR
Odstotek od utemeljenih stroskov projekta:| 25,00 %
Najpomembnejsi rezultati raziskovanja za sofinancerja Sifra
Poglavje v knjigi, ki smo ga napisali na povabilo urednika,
1 opisuje metodo, ki je zelo pomembna za sofinancerja, saj A.03
" [omogoca identifikacijo celi¢nih linij, ki jih uporablja v
industrijskem procesu.
Vodenje in koordiniranje domacega projekta s tujim D.01
2. |sofinancerjem je odli¢en primer sodelovanja akademskega )
okolja in industrije.
Upravljanje in razvoj raziskovalnega dela v sodelovanju z
. o . . o, D.08
3. |industrijskim partnerjem je dragocena izkusnja za obe
instituciji.
V okviru projekta smo pridobili nova prakti¢na znanja, F.01
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sofinancerja. Nekatere od njih je mogoce uporabiti v kontroli kakovosti
procesov, ki jih izvaja, druge pa za razvoj novih produktov.

4. |informacije in vescine.
Razvoj novega tehnolosSkega procesa oz. tehnologije
M : S F.09
5. |omogoca v prihodnosti pripravo novega produkta z
omenjeno tehnologijo.
V okviru izvajanja in sofinanciranja pricujoCega projekta je izvajalec projekta
Komentar s soizvajalci razvil nove metode in tehnologije, ki imajo prakti¢ni pomen za

Ocena

Sodelovanje ocenjujemo kot uspesno.

2. | sofinancer

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

Podpisani izjavljam/o, da:

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

Prijavna vloga:ARRS-RPROJ-ZP-2011-1/64
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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 5o 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:

Vladka Curin Serbec in

podpis vodje raziskovalnega projekta zastopnik oz. pooblas¢ena oseba RO
Kraj in datum:  |Ljubljana |[21.4.2011

Oznaka porocila: ARRS-RPROJ-ZP-2011-1/64

1 Zaradi spremembe klasifikacije druzbeno ekonomskih ciljev je potrebno v porocilu opredeliti druzbeno ekonomski cilj
po novi klasifikaciji. Nazaj

2 Samo za aplikativne projekte. Nazaj

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

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

Sy 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 (obrazlozitev). V primeru, da sprememb ni bilo, to navedite. Najvec¢ 6.000 znakov
vkljuéno s presledki (priblizno ena stran, velikosti pisave 11). Nazaj

6 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 vkljucno s presledki), rezultat opisite (najve¢ 600 znakov vklju¢no s presledki) v
slovenskem in angleskem jeziku, navedite, kje je objavljen (najve¢ 500 znakov vklju¢no s presledki), izberite ustrezno
Sifro tipa objave po Tipologiji dokumentov/del za vodenje bibliografij v sistemu COBISS ter napisite ustrezno
COBISS.SI-ID stevilko bibliografske enote.

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

PRIMER (v slovenskem jeziku):

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

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

Objavljeno v: OBERMAJER, N., PREMZL, A., ZAVA§NIK-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

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

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

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

2 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

10 Najved 4.000 znakov vkljuéno s presledki Nazaj
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11 Najveé 4.000 znakov vkljuéno s presledki Nazaj

12 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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