Prof. dr. Igor Krizaj

Oddelek za kemijo in biokemijo
Katedra za biokemijo

1JS, Odsek za molekularne in
biomedicinske znanosti (B2)

Programska skupina

P1-0207

“Toksini in biomembrane”
Medinstitucionalna PS: 1JS in UL (BF, FKKT)




Bioloske membrane (BI2101)

lzvedba predmeta

Predavanja + seminar + laboratorijske vaje: (5 ECTS).
Izbirni predmet; bolonjski program 2. stopnje, magistrski studij biokemije in kemije na FKKT/UL.

Predavatelj

Prof. dr. Igor Krizaj

Cilji

Seznaniti Studente z gradniki bioloSkih membran, viogo bioloSkih membran v celicah, s procesi, ki potekajo v in na
membranah, pri prenosu snovi in signalov ¢ez membrane. Predstaviti metode za analizo membran in posameznih
membranskih komponent.

Urnik
2024/2025

Predavanja: vsak torek ob 15:00 v predavalnici 2074 (2C) na FKKT/UL
Seminar: pisno porocilo + predstavitev in obramba
Konzultacije: vsak torek po predavanju

Govorilne ure

V pisarni B402 na 1JS po predhodnem dogovoru po e-posti (igor.krizaj@ijs.si).

Seminarji

Skupina 5 Studentov obdela posamezno temo z razli¢nih plati (npr. biokemija, fiziologija, patologija, struktura,
evolucija ...).

Pisno porocilo: Seminarska naloga v obsegu 15 strani (A4, velikost pisave 12, robovi 3 cm).

Ustna predstavitev: 2 skupini Studentov/termin predstavita vsaka svojo seminarsko temo v maksimalno 45 minutah
(PPT predstavitev z enakomernim prispevkom vsakega studenta). Sledi navzkrizno izprasevanje med ekipama. Vsak
¢lan ekipe mora ¢lanom nasprotne ekipe zastaviti vsaj 1 vprasanje. Zazeleno je, da se v diskusijo vklju€uje tudi
publika. Seminarji so tudi del izpitne snovi, zato bodo seminarske naloge in njihove PPT predstavitve javno dostopne
na spletni strani predmeta (http://www-b2.ijs.si/people/krizaj/biological-membranes/).

Ocenjevanje

Izpitna snov zajema vse teme predstavljene na predavanjih in seminarijih.

Preverjanje znanja je pisno. Pogoja za pristop k opravljanju izpita sta opravljen seminar in laboratorijske vaje. Kvaliteta
izvedbe seminarske naloge je pomembna pri zaokrozanju kon¢ne ocene predmeta navzgor ali navzdol (bonus/malus).
Izpitni roki: 3. julij 2025 (Cetrtek), 29. avgust 2025 (petek) in 11. september 2025 (etrtek).

Studijska literatura

Dolocenega ucbenika za ta predmet ni. Poleg mojih predavanj in seminarskih nalog, bom na koncu vsakega
predavanja predlagal tudi dodatno Studijsko gradivo (knjige in znanstvene clanke).


http://www-b2.ijs.si/people/krizaj/biological-membranes/

. JUIEC C
: Studijski viri
Predavanje Datum Tema ) J :
poleg zapiskov predavanj
1. 18.2. Uvod s predstavitvijo
2. 25.2. Struktura in dinamika bioloskih membran Stryer, Voet, Lodish ...
3. 4.3. Transvport.loncv)v in malih molekul Lodish ...
cez bioloske membrane
4, 11.3. Cis¢enje membranskih proteinov Lodish, znanstveni élanki
5. 18.3. Struktura in funkcija lipidnih mikrodomen znanstveni ¢lanki
6. 25 3. N!edcehcna 5|gnaI|z.acua -1. dsl nanstveni élanki
(signalne molekule in receptor;ji)
7. 1.4. ve v Medc.ehcna SIgn_ah_zac,Ua._ 2', del. Lodish, znanstveni ¢lanki
(prenos ZivEnega signala, ukrivljanje in zlivanje membran)
8. 8.4. Povezovanje celic v tkiva Lodish, Alberts, znanstveni clanki
9. 15.4. Lipidi in signalizacija znanstveni ¢lanki
10. 27.4. Distribucija in dlnamlk-a lipidov v celici: lipidne kapljice in nanstveni élanki
uravnavanje membranske sestave

11. 6.5. Seminar 2x5
12. 13.5. Seminar 2x5
13. 20.5. Seminar 2x5

14. & 15. 27.5. Seminar 3x5
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Ten types of cancer have been linked to being overweight or obese. Not only is being obese associated with an increased
chance of developing these cancers, it's also a risk factor for reduced survival, poor response to therapy, and faster metastasis.

Toksinologija in

farmakolosko aktivne .,
snovi : g 4

, Lipidni metabolizem
e kardiovaskularne b. (kap, mfarkt hlpertenzua) in signalizacija
e nevro-degenerativne b. (AD, PD) N )

e rak, debelost, sladkorna b., metabolni
d) ZELENE KEMIKALIJE sindrom, kardiovaskularne b.
Cf\ » celicne tovarne, delovanje zdravil, ’ e LRl I %
—

stranski ucinki zdravil, ucinki
polutantov

* Analiza in regulacija
genomov

e novi antimikrobiki in terapevtske tarce
e evolucija odpornosti na antibiotike
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Ekskluzivna ekspertiza/oprema:
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Seminarji
Predavanja
Gostovanja
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Ekskluzivna ekspertiza/oprema:
Kristalizacija proteinov

FICKT

Legenda:

BF — Biotehniska fakulteta, Univerza v Ljubljani

LIS — Institut JoZef Stefan”, Ljubljana

FEKT — Fakulteta za kemijo in kemijsko tehnologijo, Univerza v Ljubljani

CPPR — Center za povriinsko plazmonsko resonance, Ljubljana

CIPKeBiP - Center cdlitnosti za integrirane pristope v kemiji in biclogiji proteinov, Ljubljana
CFGEBC - Center za funkcijsko genomike in bio-ipe, Ljubljana
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S ¢im se raziskovalno ukvarjam ...

Toksinologija in farmakolosko aktivne snovi: zivalski strupi;
zastrupitve; nevrotoksini; antikoagulanti; prokoagulanti;
antitrombotiki; hemoragini; miotoksini; molekularni
mehanizmi delovanja; toksinski receptoriji; venomika; zdravila
1Z strupov.

Sekretorne fosfolipaze A2, njihovi inhibitorji in aktivatorji:
fizioloska in patofizioloska vloga.

Proteomika in struktura proteinov: strukturno-funkcijske
povezave.



Razsirjenost strupenih Zivalskih vrst
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Katere organske sisteme zivalski strupi prizadenejo?

Vid, okus, sluh

-meglenost

CZS

-povecana Zeja -
Sistemski uginki -glavobol “okus pokovini
-vrotina -omotica Srce in krvoZilni sistem
-bolecdina -hezavest -pospesen utrip
-splosna krvavitev PZS -nizek krvni pritisk
_paraliza -moteno strjevanje krvi

-trombocitopenija

Skeletne misSice

-kr¢

Pljuca .
-tezavno dihanje -palr(alvlza
. Ve . = rC
LOkilm .l:cmkl -izguba koordinacije
-krvavitev v
-Sibkost
-razbarvanje koze -nekroza
-pekoc a bolecina
-oteklina .
“nekroza Prebavila
-slabost
Koza -bruhanje
-podkozna krvavitev « .
_potenje CrEVESje
-otopelost -driska

-s¢emenje
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Toksinoloske raziskave vplivajo na razlicna podrocja
znanosti in zZivljenja

Bazicne biomedicinske

Molekularna orodja raziskave

Pospesena evolucija Raziskovalni modeli

Fitofarmacevtska sredstva Patofiziologija

Ciljna dostava ucinkovin Terapevtska sredstva

Medicina, farmacija,
biotehnologija

DiagnostiCna sredstva



ANTIVENOMIKA: seroterapija zastrupitev
1894 - prvi protistrup proti kacjemu strupu

Albert Calmette (1863-1933),
francoski zdravnik, bakteriolog, imunolog in pionir toksinologije
na Institutu Pasteur v Parizu
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Analiza sestave strupov,

R
: Crude
venom

d

« Pre-purification
» Crude venom treatment

za optimizacijo

zdravljenja zastrupitev =~ =
in Se marsikaj drugega. "=

Integracija
PROTEOMIKE,
TRANSKRIPTOMIKE in
GENOMIKE

Electrophoresis
Chromatography

a _ §

o ®

Mass spectra

" Combined
data

Identified proteins
(Novel and Known)

| m

CcoskE EU

EURDPEAN COOPERATION Europesn Venam Network
N SCIENCE & TECHNOLOGY

Customized y/o10m
zone

k& o

von Reumont et al. GigaScience 2022

Specimen

Gland
tissue

Transcriptomics

* RNA extraction
* cDNA library preparation

-

Body i3
tissue(s)
Genomics

* DNA (HMW) extraction
« Library preparation

DNA
g RNA |O I sequencing
' sequencing
Short reads Long reads
lllumina PacBio, ONT
Short reads Long reads -
lllumina PacBio, ONT =
Genome
s assembl
Transcriptome y
assembly
genome ~ Toxin gene )
de novo vided ET8-ET-ET- Genome
| g
single or multiple
assembler pem———— Long reads
h -
approacl A e DNA
= = == Short reads
— e — —s s s —_
—lee — = +——Short reads
= IS ——
— - e — mRNA
/= Longreads
| — R cm— | G Isoform 1
—= — C -] "  Isoform 2
G - s @ Isoform 3
Short read assembly artifact
s 3 — | S Proteome
Predicted proteins — Proteins
(Gene models)
= = ®
ToxProt  (TOXin) gene databases NcBl  Uniprot

Venom profiles
VVenom proteins
VVenom (gene) evolution



Dolocili smo popolne proteinske sestave strupov
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Toksini izvirajo iz molekul s fizioloskimi vlogami
fizioloski gen
fizioloski gen _
_ strupni gen

Zaradi strukturne in funkcijske podobnosti s
fizioloskimi proteini so toksini lahko uporabni kot

- molekularna orodja za bazicne biomedicinske raziskave
- zdravila ali izhodne spojine za pripravo zdravil
- diagnosticna sredstva
- fitofarmacevtska sredstva

Uporabni pa so tudi v biotehnologiji.



Toksini so MOLEKULARNA ORODIJA

v bazicnih biomedicinskih raziskavah

S pomoc¢jo
nevrotoksina iz strupa
Skorpijona so opisali
strukturo prvega
ionskega kanala

Palestinski rumeni Skorpijon
(Leiurus quinquestriatus)
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Toksini v MEDICINI in VETERINI

HEMOSTATIC DISORDERS
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Prvo komercialno zdravilo na osnovi naravnega toksina (1981):
CAPTOPRIL® - antihipertenzik za zdravljenje visokega krvnega pritiska

bradikinin (vazodilator) % degradacija

Brazilski gad (Bothrops jararaca) _ _ _ _ .
angiotenzin-I » angiotenzin-Il (vazokonstriktor)

Eno zadnjih registriranih zdravil pri FDA na osnovi naravnega toksina:
PRIALT® (ziconotide) — analgetik za zdravljenje kronic¢ne, neznosne bolecine

w-conotoxin MVIIA
prrall

Magicni stoZec (Conus magus)




Zdravila za lajsanje sladkorne bolezni

DPP-4

Zauzitje hrane izzove ‘

izloanje glukagonu

podobnega peptida 1 razgradnja
(GLP-1) v ¢revesju

. exendin-4
Gilska posast (Gila monster) (R, @ (odporen na razgradnjo)
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trebusna slinavka
J/ GLP-1 = diabetes tipa 2 l
Tako kot GLP-1 tudi
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R cxaria Gle iz iet
\4 Byetta®, AstraZeneca: FDA 2005 \ sproscanje Glc iz jeter

J praznjenje Zelodca

mocan agonist GLP-1R Ozempic®, Novo Nordisk: FDA 2017 J apetit



DIAGNOSTIKA gliomov, raka na prostati,
crevesnega raka in sarkomov

500-krat bolj obcutljiva detekcija rakastih celic ko
/4 detekcija z magnetno resonanco

Palestinski rumeni Skorpijon
(Leiurus quinquestriatus)

Chlorotoxin (Tozuleristide - Tumor Paint)
inhibitor glioma-specifiénih Cl- kanalov
in MMP-2




Toksini v AGRONOMIJI:

priprava ekoloskih biopesticidov

Knotini so nevrotoksi¢ni za Zuzelke,
so zelo stabilni bioinsekticidi,
ne-nevarni za ljudi.

Avstralski lijakasti pajek (Hadronyche versuta)

Pajki so “profesionalni morilci Zuzelk”. Njihovi
strupi vsebujejo insekticidne toksine, npr.
knotine, ki delujejo na razlicne tarce v Zivénem
sistemu ZuZelk: nevronske receptorje in
transporterje ter ionske kanale.




Konjska vetrnica (Actinia equina)

Aktinoporini - citoliti¢ni |
toksini, tvorci nanopor sececeees
lipidnih membranah
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Zivalski strupi skupaj vsebujejo >20 Mio toksinov:
do neke mere je raziskanih le nekaj 1000

Vsak strup vsebuje v povprecju 100 sz.ham&ﬁ!{zo.ooo strupenih zivalskih vrst  ~
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Nasi najbolj vroci temi
http://www-b2.ijs.si/

Bz - = / RESEARCH / PEOPLE / PUBLICATIONS / EQUIPMENT / SEMINARS
/ STUDENTINFO / ALUMNI / NEWS / LINKS

@ JOZEF STEFAN
INSTITUTE

Department of Molecular and Biomedical Sciences (B2), JoZef Stefan Institute




Opis molekularnega mehanizma delovanja nevrotoksicne
sPLA, iz modrasovega strupa

telo Zivéne
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Schwannova celica

Presinapticna c.

Lomonte & Krizaj (2021):
Snake Venom Phospholipase Az Toxins;

misicna celica
Chapter 26, pp. 389-411.
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Neurotransmitters




Atx doseze CCOX v zivih PC12 celicah

Mitohondrij je ena od tarc Atx v Zivcni celici

SCIENTIFIC REPQRTS

(2019) 9:283 | DOI-10.1038/s41598-018-36461-6

The neurotoxic secreted
phospholipase A, from the Vipera
a. ammodytes venom targets
cytochrome c oxidase in neuronal
mitochondria

Jernej Sribar?, Lidija Kovati¢?, Jernej Ober¢kal?, Adrijan Ivanusec’?, Toni Petan?, Jay W. Fox? &
Igor KriZaj
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Article ‘

The Phospholipase Activity of Ammodytoxin, a Prototype .
Snake Venom (3-Neurotoxin, Is Not Obligatory for Cell (T~ *
Internalisation and Translocation to Mitochondria

Adrijan Ivanusec 12, Jernej Sribar 10, Peter Verani¢ **( and Igor Krizaj 1-*




Povezava z Alzheimerjevo boleznijo

- najpogosteje diagnosticirana napredujoca oblika demence
- molekularni mehanizem je NEZNAN
- zdravila NI



S Alzheimerjeva bolezen
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Povisana koncentracija zunajcelicne PLA2G2A v mozganih
bolnika z AD zastrupi zivéno celico na podoben nacin kot
jo zastrupi nevrotoksicna PLA2G2A iz kacjega strupa.



Atx

International Journal of I Mo, Sci 3 . . 300 /i
Molecular Sciences nt. J. . Sci. 2022, 23, 12368. https:/ /doi.org/10.3390/ijms232012368

Article

PREIZKUS KONCEPTA =

Rat Group IIA Secreted Phospholipase A; Binds to Cytochrome
¢ Oxidase and Inhibits Its Activity: A Possible Episode in the
Development of Alzheimer’s Disease

Adrijan Ivanusec L2

, Jernej Sribar ', Adrijana Leonardi ', Maja Zorovi¢ 3

, Marko Zivin 3and Igor Krizaj 1%
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Podganja, torej sesalska PLA2G2A, deluje na podganje nevronske
mitohondrije na enak nacin kot kacji nevrotoksin. Tudi ex vivo, na
rezinah podganjih mozgan, je PLA2G2A zavrla delovanje CCOX.



SKLEP

Utemeljili smo prvi originalni predlog za razlago nastanka AD na
molekulskem nivoju, s tem pa ponudili nova izhodisca tako za
zdravljenje kot diagnostiko te hude nevrodegenerativne bolezni.
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Srcno-zilne bolezni - glavni vzrok za umiranje ljudi
Globalno: 31% vseh smrti (17.7 mio/leto)
Evropa: 45% vseh smrti (3.9 mio/leto),
85 milijonov ljudi trpi zaradi SZB

IZZIV: neustrezna terapija
venske trombembolije in
poslediéno z njo povezanih SZB
— tromboze globokih ven in
pljucne embolije

tvorba tromba,
ki lahko ostane v veni
ali se odlusci



Vzrok za vensko trombembolijo je v prekomernem
strjevanju krvi po notranji poti
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aktivacija R
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Natancen opis sticne povrsine med FVilla in VaaSPH-1:
temelj za nacrtovanje nizkomolekularnih antikoagulantov,
specificnih le za preprecevanje strjevanja krvi po notranji poti

A FVllla = FVilla

hc FiXa S VaaSPH-1

s

S Haemostasis

International journal for Vascular Biology and Medicine Coagulation and Fibrinolysis 1713

The First Intrinsic Tenase Complex Inhibitor with
Serine Protease Structure Offers a New
Perspective in Anticoagulant Therapy
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- specifi¢en za notranjo pot
- 25x Sibkejsi inhibitor od VaaSPH-1

Odkritje, ki veliko obeta!

EDWARD G.
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Seminarska tema Seminar pripravijo Na dan
. . Tinkara Koro$ec, Teo Trost, Zara Bunc, Ziva
1 - Metabotropni receptorji SNema, Zate Dokl 6.5.2025
. . Ula Mikos, Ursa Lah, Lara Zupanc, Nika
2 - lonotropni receptorji el Ve et 6.5.2025
. ) ) ) David Valte, Lev Jost, Martin Stanonik,
3 - Receptoriji z lastno encimsko aktivnostjo Marko Kovagié, Peter Gricar Vintar 13.5.2025
4 - Napetostno-odvisni ionski kanali Mia Kobal, Gavl Kastelic, Lellva Bohort, Pia 13.5.2025
Trost, Suzana Kucuk
5 - Mehansko-ob&utljivi ionski kanali Teja Spruk, Klara Razborsek, Maja Deutsch, | 5, ¢ 5q5g
Mark Loborec, Nusa Brdnik
o e . i
6 - Transport proteinov cez biol. membrane Kostadin Mitkov, Ela Kovac, Alliana Kolar, 20.5.2025
Lana Kores, Luka Hafner
gt e . . e Natasa Vujovi¢, Miljan Trajkovi¢, Ena Kartal,
7 - Modifikacije proteinov z lipidi ing [osimeines @, Eik Srembarmar 27.5.2025
. 8 . . .
8 - Regulacija membr. proteinov s Sedazami Tinkara utara, Gaja S-tarc, I?etja Premrl, Pia 27.5.2025
Spehar, Zarja Weingerl
9 - BioloSke membrane in imunski odziv AT WRINEES, [REl212 ) Jaie), MUE]e (PRl JEi 27.5.2025

Trebusak, Anja Moskric¢, Vanja IvosSevic
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BIOLOSKE MEMBRANE - Gradiva za &tudente

Predavanja

» Uvod in predstavitev

 Struktura in dinamika bioloskih membran

s Transport ionov in malih molekul €ez lipidne membrane

« Cis¢enje membranskih proteinov

s Struktura in funkcija lipidnih mikrodomen

» Medcelitna signalizacija - 1. del (signalne molekule in receptorji)

» Medcelitna signalizacija - 2. del (prenos Zivénega signala, ukrivljanje in zlivanje membran)

s Povezovanje celic v tkiva

« Lipidiin signalizacija

» Distribucija in dinamika lipidov v celici: lipidne kapljice in uravnavanje membranske sestave
Seminarji - porocila

» Metabotropni receptorji

s lonotropni receptorji

s Receptorji z lastno encimsko aktivnostjo

» Napetostno-odvisni ionski kanali

s Mehansko-obcutljivi ionski kanali

s Transport proteinov Cez bioloSke membrane

» Modifikacije proteinov z lipidi

» Regulacija membranskih proteinov s Sedazami

s+ Biolotke membrane in imunski odziv

Seminarji - predstavitve

» Metabotropni receptorji

» lonotropni receptorji

= Receptorji z lastno encimsko aktivnostjo

» Napetostno-odvisni ionski kanali

» Mehansko-obcutljivi ionski kanali

= Transport proteinov Cez bioloske membrane

» Modifikacije proteinov z lipidi

s Regulacija membranskih proteinov s Sedazami
» Bioloske membrane in imunski odziv

Izpiti

s 3.julij 2025 (Cetrtek)
s 29. avgust 2025 (petek)
s 11. september 2025 (Cetrtek)



