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METODE U FIZIOLOGIJI INDUSTRIJSKIH MIKROORGANIZAMA



2

- pomoću različitih metoda moguće je:  

identificirati, okarakterizirati i izolirati (izdvojiti) pojedine mikroorganizme i proizvode u ciljane svrhe;

opisati rasprostranjenost i aktivnost određenih mikroorganizama;

(bio)kemijsko i fizikalno-kemijsko međudjelovanje mikroorganizama i njihovih staništa;

povezanost biokemijskih reakcija u stanici i događanja na nivou stanice i čitave populacije; 

različite biokemijske puteve i mehanizme prijenosa informacije u stanici i izvan stanice;

mehaničke karakteristike stanice (npr. turgor, elastičnost, ...);

raspodjelu i “kretanje” određenih molekula u različitim odjeljcima stanice;

...

metode u fiziologiji industrijskih mikroorganizama



3

- vizualizacija:

• stanice (udjel vode u stanici!)

• organela

• molekula (!)

neke metode koje se mogu primijeniti u istraživanju fiziologije stanice (2)
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mikroskopija (1)

1. svjetlosna mikroskopija 

 = 0.4 - 0.7 mm (boje)

rezolucija 0.2 mm ili 200 nm (difrakcija)

- izravna (transmisijska)

- fazno-kontrastna

- diferencijalno-kontrastna (Nomarski)

- tamnog polja

2. elektronska mikroskopija 

(rezolucija 1 Å, 100x bolja od svjetlosne) 

- eng. Transmission Electron Microscope (TEM)

- eng. Scanning Electron Microscope (SEM)

- tehnike: diferencijalno bojanje

mikrotomski presjek

eng. freeze-fracture

eng. freeze-etch

(TEM)                        (SEM)

freeze-fracture

freeze-etch



5

mikroskopija (1a)

S. cerevisiae, reverse-phase microscopy (Leica E3 camera; Leica, Wetzlar, Germany) with respective 

size-scale in µm created by using Dia Diagram Editor version 0.97.2
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mikroskopija (2)

2. elektronska

mikroskopija
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difrakcija X-zraka

-  = 10 - 0.01 nm

- proučavanje strukture makromolekula (Å, 0.1 nm, 10-10 m)

difrakcija X-zraka primjer: aktivno mjesto enzima

supstrat

struktura proteina / enzima
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dobivanje i analiza ekstrakta stanica

- dobivanje ekstrakta stanica: ultrazvukom

osmotskim šokom

u tarionicima i kugličnim mlinovima

propuštanjem kroz mali otvor pod visokim tlakom

- upotreba ekstrakcijskih reagensa: liza stanice i 

ekstrakcija (rekombinantnih) proteina iz E. coli npr. B-PER

(eng. Bacterial Protein Extraction Reagent)

- analiza:    izolacija i pročišćavanje proteina i dr. makromolekula

određivanje enzimske aktivnosti (kinetika)

primjena inhibitora i analogona

1 - vijak

2 - teflonska kuglica

3 - cilindar

4 - pokretni klip

5 - suspenzija stanica

6 - donji cilindar

7 - ekstrakt stanica 
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frakcioniranje staničnih sastojaka: ultracentrifugiranje

- primjena ultracentrifuga

- diferencijalno centrifugiranje

male brzine             npr.1,000 g / 10 min

srednje brzine 20,000 g / 20 min

velike brzine 80,000 g / 1 sat

vrlo velike brzine 150,000 g / 3 sata

g    relativna centrifugalna sila ili centrifugalni učinak

- razdvajanje u gradijentu gustoće (saharoza, CsCl)

- razdvajanje na temelju gustoće plutanja

- mikroskopska, kemijska i/ili enzimska analiza različitih frakcija stanica

animacija: The Meselson-Stahl Experiment (CsCl gradient)

www.sumanasinc.com/webcontent/animations/biology.html

animacija: Cell Fractionation (Sonication, Differential and Buoyant Density Centrifugation)

www.sumanasinc.com/webcontent/animations/microbiology.html



izdvajanje, pročišćavanje i analiza makromolekula: tekućinska kromatografija (1) 

- kromatografija:                 razdjelna (tankoslojna, papirna)

kromatografija u koloni:    ionsko-izmjenjivačka (A)

gel-filtracija (B)

bio-specifična (afinitetna) kromatografija                     

(npr. epoksi-aktivirana sefaroza za izdvajanje i pročišćavanje amilaza) 

Superdex 200 HR 10/30 
MonoQA - protein B - protein

10eng. Fast Protein Liquid Chromatography (FPLC)



izdvajanje, pročišćavanje i analiza makromolekula: tekućinska kromatografija (2) 

- kromatografija:                 razdjelna (tankoslojna, papirna)

kromatografija u koloni:    ionsko-izmjenjivačka (C)

gel-filtracija

bio-specifična (afinitetna) kromatografija

Supelcogel™ C-610H 

.

C - oligosaharidi (G2 – G7) i                                             proteini
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eng. High Pressure Liquid Chromatography (HPLC)



- N- i C-terminalni tag-ovi: Strep

(NH2-WSHPQFEK-COOH)

His (6 x His)

GST 

Flag

Strep-tag

izdvajanje, pročišćavanje i analiza makromolekula: tekućinska kromatografija (3) 
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glutation-S-transferaza (GST), 35 kDa

FPLC



izdvajanje, pročišćavanje i analiza makromolekula: tekućinska kromatografija (3a) 
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- N- i C-terminalni tag-ovi



- nanoLC, hplc-chip-ms_384      hyperlink

- 2D tekućinska kromatografija (npr. IEX + RP)

izdvajanje, pročišćavanje i analiza makromolekula: tekućinska kromatografija i MS (4) 
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file:///C:/my_documents/FIM_novo/FIM_recenzija/hplc-chip-ms_384.wmv
file:///C:/my_documents/FIM_novo/FIM_recenzija/hplc-chip-ms_384.wmv


- GC i 2D GC

izdvajanje, pročišćavanje i analiza aminokiselina: plinska kromatografija (5) 

GC analiza 

AT-1701 kolona (Alltech Heliflex) 

(V = 2 µL, 1 : 6 split ratio)  
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R COOH

CH

NH2

aminokiselina

izobutil kloroformat

metanol / piridin

RT / 2 min

CH

R
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O

CH3

O
CH2CH(CH3)2

N-alkoksikarbonil ester

derivatizacija 

aminokiselina
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Izdvajanje, pročišćavanje i analiza proteina: gel elektroforeza

- gel elektroforeza (SDS-PAGE, LDS-PAGE, native PAGE, IEF, 2D)

SDS-PAGE                        native-PAGE                          IEF

1    2 pI calibration kit

5.85

5.20

4.55

pH

M
W

2D elektroforeza

animacija: Gel Electrophoresis (DNA)

Heat Changes Protein Structure

www.sumanasinc.com/webcontent/animations/biology.html

LDS-PAGE
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analiza proteina: UV/Vis spektrofotometrija

- UV/Vis spektrofotometrija

FAD-zavisna oksidaza D-aminokiselina
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analiza proteina: specifične (ciljane) modifikacije (1) - točkasta mutacija

ionsko-izmjenjivačka kromatografija (FPLC) - Mono Q
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analiza proteina: specifične (ciljane) modifikacije (2)                                                      i kemijske modifikacije

FAD

CD

-SH + DTNB

-SH + DTNB

točkasta mutacija
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aktivnost enzima: primjena mikrosenzora (O2) (1)
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aktivnost enzima: primjena mikrosenzora (O2) (2)
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analiza proteina: kapilarna elektrokromatografija

- kapilarna elektrokromatografija

HPLC + CE (kapilarna elektroforeza),

elektrolit prolazi kroz kolonu (kapilaru) “tjeran” električnim poljem,

detekcija: UV/Vis, fluorecencija, MS i dr. 

uzorak pufer pufer

kapilara

elektrode

detekcija
p (2-12 bar)

V = 25 kV

C – jakost (A)

t = 20°C

p = 10-12 bar

25 mM ACN/Tris.HCl, pH 8
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luminiscencija: molekule određene tvari u pobuđenom stanju emitiraju svjetlost određene valne

duljine

fosforescencija: e- u orbitali višeg energetskog nivoa ima isti spin kao e- u orbitali nižeg 
(osnovnog) energetskog nivoa, povratak e- u orbitalu nije povoljan i odvija se relativno sporo 

(103-100 s-1) uz emisiju fotona

fluorescencija: e- u orbitali višeg energetskog nivoa ima suprotan spin s obzirom na e- u orbitali 
nižeg energetskog nivoa, povratak u orbitalu je povoljan i odvija se brzo (108 s-1) uz emisiju fotona

analiza proteina: fluorescentna spektrometrija

2
1
0

S0

Jabłoński dijagram

S1

S2

apsorpcija

hA

međukonverzija

hA hF

fluorescencija T1

fosforescencija

hP

prijelaz između 

dvaju sustava
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fluorescentna spektrometrija: GFP i nekovalentno obilježavanje proteina 

amonijeva sol 8-anilino-1-naftalen sulfonske kiseline (ANS)

GFP (eng. Green Fluorescent Protein)

- npr. Aequorea victoria, Renilla reniformis, itd.

- varijacije GFP (cijan, žuti, crveni,...)

- FRET (eng. Fluorescence Resonance Energy

Transfer)

- neke primjene GFP-a: obilježavanje stanica i 

organela, porijeklo stanica, marker kod fuzije, 

ekspresija gena, protein-protein međudjelovanje, 

lokalizacija proteina,...  

oksidaza 1 +  ANS

oksidaza 2 +  ANS

oksidaza 3 +  ANS

EX = 388 nm

EM = 495-460 nm



25

oksidativna posttranslacijska modifikacija: FAD-zavisna oksidaza D-aminokiselina (TvDAO)

Predviđena trodimenzionalna struktura  TvDAO

N

N*

Cys108 is alkylated

Cys108 is oxidized to Cys-SO2H

loop Pro98-Pro112

MS
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mehanizam inaktivacije: oksidacija (signalno cijepanje - fragmentacija) i agregacija TvDAO

N...native

N*..oxidatively modified

F...fragmented

A...apo-protein form 

green...active

red...inactive

animacija: Life Cycle of a Protein

www.sumanasinc.com/webcontent/animations/molecularbiology.html
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protočna citometrija

- vrlo precizna metoda koja koristi principe apsorpcije svjetlosti, rasapa svjetlosti (eng. light 

scattering), pobuđivanja svjetlošću (eng. light excitation) i emisije svjetlosti određene valne duljine 

- tijekom analize uzorka (čestica, dijelova stanice ili cijelih stanica promjera 0.5-40 mm) nastaje set 

višeparametarskih podataka koji su karakteristični za uzorak

specifična fluorescencija

uzorak

komora

optika

hidrodinamičko 

fokusiranje

izvor svjetlosti

npr. laser

S. cerevisiae Professor Chris J. Hewitt

Ashton University, UK



- prvi spektrometar masa

- prvi MS stručnjak: Antoine Laurent de Lavoisier (1743-1794)

- MS analiza: prikupljanje, obrada i interpretacija spektara masa iona i njihovih 

fragmenata  

J. B. Fenn, Nobelova nagrada za kemiju 2002. godine (1/4),

Fenn J.B., Mann M., Meng C.K., Wong S.F., Whitehouse C.M. (1989) Electrospray ionization for mass spectrometry of 

large biomolecules, Science, 246(4926):64-71.

Karas M., Hillenkamp F. (1988) Laser desorption ionization of proteins with molecular masses exceeding 10,000 daltons, 

Anal. Chem. 60(20):2299-301. 

- naredna generacija MS sustava: MS putovnice (identifikacija proteoma)

- naredna generacija MS stručnjaka: carinski službenik

- “POVIJEST” I PRIPREMA UZORKA!(npr. denaturacija proteina, redukcija, alkilacija, tripsin, zaustavljanje reakcije)

- komponentne MS sustava:
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spektrometrija masa (eng. mass spectrometry, MS)

ulaz 

uzorka

ionizacija analizator detektor

spremanje 

i obrada 

podataka
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spektrometrija masa (MS): ESI (eng. ElectroSpray Ionization) (“soft” ionization) (1) 

ulaz otopine iz 

nanoLC sustava ili 

pomoću pumpe s 

špricom 

igla ili kapilara sprej

konusna 

elektroda
kapilara

smjer 
strujanja 

N2

“skimmer”

dalje u spektrometar masa do detektora

izvor napona

+ -

kapljica otopine

vrh igle ili kapilare

molekula

isparavanje 

otapala

Rayleigh 

limit

Coloumb 

eksplozija

konusna elektroda

kapljica otopine s 

višestrukim 

nabojem

ion

p M + p e-

p M●+ + 2p e-

ionizacija

fragmentacija

(CID)

q M●+ r A+ s B+

p = q + r + s
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spektrometrija masa (MS): ESI (eng. ElectroSpray Ionization) (“soft” ionization) (2) 

Software: ChemStation

nanoLC

ion trap



31

spektrometrija masa (MS): IT (eng. Ion Trap) spektrometar masa (3) 

rf 
napon

dodatni 
ac 

spektar masa

pojačivač signala

m/z
(u, amu, Da, Th)

eng. collision induced dissociation (CID)

NH2 – R – CO – NH – R – CO – NH – R – COOH

x      y     z

a      b     c

hyperlinks
dampinggas   capture scanning_ms   detection_ms  elimination   collision trapping_msms    scanning_msms  

file:///C:/my_documents/FIM_novo/FIM_recenzija/ANIMATION/dampinggas.exe
file:///C:/my_documents/FIM_novo/FIM_recenzija/ANIMATION/dampinggas.exe
file:///C:/my_documents/FIM_novo/FIM_recenzija/ANIMATION/capture.exe
file:///C:/my_documents/FIM_novo/FIM_recenzija/ANIMATION/capture.exe
file:///C:/my_documents/FIM_novo/FIM_recenzija/ANIMATION/scanning_ms.exe
file:///C:/my_documents/FIM_novo/FIM_recenzija/ANIMATION/scanning_ms.exe
file:///C:/my_documents/FIM_novo/FIM_recenzija/ANIMATION/detection_ms.exe
file:///C:/my_documents/FIM_novo/FIM_recenzija/ANIMATION/detection_ms.exe
file:///C:/my_documents/FIM_novo/FIM_recenzija/ANIMATION/elimination.exe
file:///C:/my_documents/FIM_novo/FIM_recenzija/ANIMATION/elimination.exe
file:///C:/my_documents/FIM_novo/FIM_recenzija/ANIMATION/collision.exe
file:///C:/my_documents/FIM_novo/FIM_recenzija/ANIMATION/collision.exe
file:///C:/my_documents/FIM_novo/FIM_recenzija/ANIMATION/trappingmsms.exe
file:///C:/my_documents/FIM_novo/FIM_recenzija/ANIMATION/trappingmsms.exe
file:///C:/my_documents/FIM_novo/FIM_recenzija/ANIMATION/scanning_msms.exe
file:///C:/my_documents/FIM_novo/FIM_recenzija/ANIMATION/scanning_msms.exe


32

spektrometrija masa (MS): analiza FAD-zavisne oksidaze D-aminokiselina (ESI/MS)
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peptid 2

slijed a.k. VEADIAGHGQEVLIR

masa (m) 1605.8

naboj (z) + 2

m/z 803.9

spektrometrija masa (MS): analiza mioglobina (nanoLC/ESI/MS, MaxRes)

Izotopi (grč. isos- isti, topos- mjesto) 

su atomi istog kemijskog elementa koji 

imaju isti broj protona i elektrona, a 

različit broj neutrona, zbog čega imaju 

ista kemijska svojstva, ali različiti 

atomski broj.
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spektrometrija masa (MS): određivanje primarne strukture mioglobina (nanoLC/ESI/MS/MS) 
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spektrometrija masa: on-line interpretacija i vrednovanje rezultata

Peptide Mass Search: Matrix Science

User: Anita 

Email: Slavica@biote.tu-graz.ac.at 

Search title : 

MS data file: C:\Dokumente und Einstellungen\Slavica\EigeneDateien\Data\DataAnalysis\Anita051202\

MyoDenaturatedDigTry051202-2\Analysis.mgf 

Database: SwissProt 40.39 (201563 sequences; 110352130 residues) 

Timestamp: 24 Jan 2003 at 08:32:44 GMT 

Significant hits: 

P02188 Myoglobin STANDARD VARSPLIC; STANDARD VARIANT; STANDARD CONFLICT FROM P02188

P02188-00-00-01 Myoglobin STANDARD VARSPLIC; STANDARD VARIANT; REF. 1 FROM P02188 

P02170 Myoglobin 

P02187 Myoglobin 

P14396 Myoglobin Probability Based Mowse Score

Score is -10*Log(P), where P 

is the probability that the

observed match is a random

event. Individual ions scores

> 40 indicate identity or 

extensive homology (p<0.05).  
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spektrometrija masa: on-line interpretacija i vrednovanje rezultata
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in silico analiza i interpretacija MS spektara 

peptide sequencing (Sherenga, Spectrum Mill v2.7)
User: Anita 

Email: Slavica@biote.tu-graz.ac.at 

peptide 7 (analysis via Spectrum Mill)

GGEQEGGSTAYAPSYGFESSGALH104GK

preferential ionization of His residues

N

N

O

N

O O

N
N

N O

N
N

O

N

 Zn

 2.09 

2.14

2.05

2.05 2.52 109.3

108.7

112.2

94.5

127.6
His 64 

His 62

His 104

pentanoic acid

98.3

Fe
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in silico analiza: de novo sequencing

Gln158 - Cys159 (opposite direction)

Cys145 – Ile146

disulfide bond 

Asn192 – Cys193

peptide de novo sequencing (Sherenga, Spectrum Mill v2.7)
User: Anita 

Email: Slavica@biote.tu-graz.ac.at 
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in silico analiza: multiple sequence alignment

Pam250, ClustalW

cysteine residues are not conserved (< 30 sequences, search in TrEMBL)

Trigonopsi   1 : ---MAKIVVIGAGVAGLTTALQLLR-KGHEVTIVSEFTPGDLSIGYTSPWAGANWLTFYDGGKLADYDAVSYPILRELARSSPEAGIRLISQRS--HVLK :  94 

Fusarium_s   1 : --MSNTIVVVGAGVIGLTSALLLSKNKGNKITVVAKHMPGDYDVEYASPFAGANHSPMATEE-SSEWERRTWYEFKRLVEEVPEAGVHFQKSRIQRRNVD :  97 

Rhodospori   1 : MHSQKRVVVLGSGVIGLSSALILARKGYSVHILARDLPEDVSSQTFASPWAGANWTPFMTLTDGPRQAKWEESTFKKWVELVPTG------------HAM :  88 

Mus_muscul   1 : ----MRVAVIGAGVIGLSTALCIHERYHPTQP-LHMKIYADRFTPFTTSDVAAGLWQPYLSDPSN-PQEAEWSQQTFDYLLSCLHSPNAEK--------M :  86 

Rattus_nor   1 : ----MRVAVIGAGVIGLSTALCIHERYHPAQP-LHMKIYADRFTPFTTSDVAAGLWQPYLSDPSN-PQEAEWNQQTFDHLQSCLHSPNAEK--------M :  86 

Sus_scrofa   1 : ----MRVVVIGAGVIGLSTALCIHERYHSVLQPLDVKVYADRFTPFTTTDVAAGLWQPYTSEPSN-PQEANWNQQTFNYLLSHIGSPNAAN--------M :  87 

homo_sapie   1 : ----MRVVVIGAGVIGLSTALCIHERYHSVLQPLDIKVYADRFTPLTTTDVAAGLWQPYLSDPNN-PQEADWSQQTFDYLLSHVHSPNAEN--------L :  87 

Oryctolagu   1 : ----MRVVVIGAGVIGLSTALCIHELYHSALQPLDMTIYADRFTPLTNTDVAAGLWQPYLSDPSN-PQEADWSRQTFNHLLSHIHSPSAEK--------M :  87 

Caenorhabd   1 : --MANIIPKIAIIGEGVIGCTSALQISKAIPNAKITVLHDKPFKKSCSAGPAGLFRIDYEENTEYGRASFAWFSHLYRTTK---GSETGVK--------L :  87 

                                                                                                                            

Trigonopsi  95 : RDLPKLEVAMSAICQRNPWFKNTVDSFEIIEDR--SRIVHDDVAYLVEFRSVCIHTGVYLNWLMSQCLSLGATVVKRRVNHIKDANLLHSSGSRPDVIVN : 192 

Fusarium_s  98 : TEKAQRSGFPDALFSKEPWFKNMFEDFREQHPS--EVIPGYDSG--CEFTSVCINTAIYLPWLLGQCIKNGVIVKRAILNDISEAKKLSHAGKTPNIIVN : 193 

Rhodospori  89 : WLKGTRRFAQNEDGLLGHWYKDITPNYRPLPSS--ECPPGAIGVT---YDTLSVHAPKYCQYLARELQKLGATFERRTVTSLEQAFDG------ADLVVN : 177 

Mus_muscul  87 : GLALISGYNLFRDEVPDPFWKNAVLGFRKLTPS-EMDLFPDYG-YGWFNTSLLLEGKSYLPWLTERLTERGVNLIHRKVESLEEVARGG-----VDVIIN : 179 

Rattus_nor  87 : GLALISGYNLFRDEVPDPFWKSTVLGFRKLTPS-ELDMFPDYS-YGWFNTSLLLEGKSYLSWLTERLTERGVKFIHRKVASFEEVVRGG-----VDVIIN : 179 

Sus_scrofa  88 : GLTPVSGYNLFREAVPDPYWKDMVLGFRKLTPR-ELDMFPDYR-YGWFNTSLILEGRKYLQWLTERLTERGVKFFLRKVESFEEVARGG-----ADVIIN : 180 

homo_sapie  88 : GLFLISGYNLFHEAIPDPSWKDTVLGFRKLTPR-ELDMFPDYG-YGWFHTSLILEGKNYLQWLTERLTERGVKFFQRKVESFEEVAREG-----ADVIVN : 180 

Oryctolagu  88 : GLALISGYNLFRKAVPDPSWKDTVLGFRKLTLR-ELDMFPGYS-YGWFNTSLILDGRSYLQWLTKRLTERGVKLFQRKVESFDEVAGGG-----VDVIVN : 180 

Caenorhabd  88 : VSGHIQSDNLESLKQQQRAYGDIVYNFRFLDDRERLDIFPEPSKHCIHYTAYASEGNKYVPYLKNLLLEQKIEFKQQEVTSLDAVADAG-----YDVIVN : 182 

                                                                                                                            

Trigonopsi 193 : CSGLFARFLGGVEDKKMYPIRGQVVLVRNSLPFMASFSSTPEKENEDEALYIMTRFDG-TSIIGGCFQPNNWSSEPDPSLTHRILSRALDRFPELTKDG- : 290 

Fusarium_s 194 : ATGLGSYKLGGVEDKTMAPARGQIVVVRNESSPMLLTSGVE--DGGADVMYLMQRAAGGGTILGGTYDVGNWESQPDPNIANRIMQRIVEVRPEIANGKG : 291 

Rhodospori 178 : ATGLGAKSIAGIDDQAAEPIRGQTVLVKSPCKRCTMDSSDP-----ASPAYIIPRPGG-EVICGGTYGVGDWDLSVNPETVQRILKHCLRLDPTISSDGT : 271 

Mus_muscul 180 : CTGVWAGALQADA--SLQPGRGQIIQVEAPWIKHFILTHDPSLGIYNSPYIIP---GSKTVTLGGIFQLGNWSGLNSVRDHNTIWKSCCKLEPTLKNARI : 274 

Rattus_nor 180 : CTGVWAGALQADA--SLQPGRGQIIQVEAPWIKHFILTHDPSLGIYNSPYIIP---GSKTVTLGGVFQLGNWSELNSVHDHNTIWKSCCQLEPTLKNARI : 274 

Sus_scrofa 181 : CTGVWAGVLQPDP--LLQPGRGQIIKVDAPWLKNFIITHDLERGIYNSPYIIP---GLQAVTLGGTFQVGNWNEINNIQDHNTIWEGCCRLEPTLKDAKI : 275 

homo_sapie 181 : CTGVWAGALQRDP--LLQPGRGQIMKVDAPWMKHFILTHDPERGIYNSPYIIP---GTQTVTLGGIFQLGNWSELNNIQDHNTIWEGCCRLEPTLKNARI : 275 

Oryctolagu 181 : CTGVWASALQPDP--LLQPGRGQIIKVDAPWVKHFIITHDPESGIYKSPYIIP---GVHAVTLGGIFQMGNWSEGNSTDDHNTIWKGCCSLEPTLKDARI : 275 

Caenorhabd 183 : CAGLYGGKLAGDDD-TCYPIRGVILEVDAPWHKHFNYRD-------FTTFTIP---KEHSVVVGSTKQDNRWDLEITDEDRNDILKRYIALHPGMREPKI : 271 

                                                                                                                        

Trigonopsi 291 : --PLDIVRECVGHRPGREGGPRVELEKIPG----------------------VGFVVHNYGAAGAGYQSSYGMADEAVSYVERALTRPNL-------- : 356 

Fusarium_s 292 : VKGLSVIRHAVGMRPWRKDGVRIEEEKLDD----------------------ETWIVHNYGHSGWGYQGSYGCAENVVQLVDKVGKAAKSKL------ : 361 

Rhodospori 272 : IEGIEVLRHNVGLRPARRGGPRVEAERIVLPLDRTKSPLSLGRGSARAAKEKEVTLVHAYGFSSAGYQQSWGAAEDVAQLVDEAFQRYHGAARESKL- : 368 

Mus_muscul 275 : VGELTGFRPVR--PQVRLEREWLRFGSS------------------------SAEVIHNYGHGGYGLTIHWGCAMEAANLFGKILEEKKLSRLPPSHL : 346 

Rattus_nor 275 : MGELTGFRPVR--PQVRLERERLRFGSS------------------------SAEVIHNYGHGGYGLTIHWGCAMEAANLFGKILEEKNLSRMPPSHL : 346 

Sus_scrofa 276 : VGEYTGFRPVR--PQVRLEREQLRFGSS------------------------NTEVIHNYGHGGYGLTIHWGCALEVAKLFGKVLEERNLLTMPPSHL : 347 

homo_sapie 276 : IGERTGFRPVR--PQIRLEREQLRTGPS------------------------NTEVIHNYGHGGYGLTIHWGCALEAAKLFGRILEEKKLSRMPPSHL : 347 

Oryctolagu 276 : VGEWTGFRPVR--PQIRLGREQLSAGPS------------------------KTEVIHNYGHGGYGLTIHWGCALEAAKLFGKILEEKKSSRMPPSHL : 347 

Caenorhabd 272 : IKEWSALRPGR--KHVRIEAQKRTSVGNSK----------------------DYMVVHHYGHGSNGFTLGWGTAIEATKLVKTALGL----------- : 334 

                                                                                                                            

Cys      193



in silico analiza: multiple sequence alignment 

Lactobacillus sp. alpha-amylases consisted of 412-440 amino acid residues (Vector NTI® Software)

(alignment settings: ClustalW2, 

slow alignment, gap open 10, gap 

extension 0.20, gap distance 5, 

no end gaps, clustering NJ)
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in silico analiza: 3D model proteina

http://swissmodel.expasy.org

hyperlink

http://swissmodel.expasy.org/
file:///C:/my_documents/FIM_novo/FIM_recenzija/DAO_model.avi
file:///C:/my_documents/FIM_novo/FIM_recenzija/DAO_model.avi
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in silico modeli

- set primarnih informacija koji se odnosi na određeni (mikro)organizam

- baza podataka načinjena od biokemijskih, genetičkih i drugih podataka čiji se međuodnos može

opisati matematičkim jednadžbama
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in silico modeli: razvoj metaboličkog modela E. coli

reakcije

geni

metaboliti

godina

razvoj

genomička era

b
ro

j 
p

u
b

lik
a
c
ija

rekonstrukcija odjeljaka stanice (periplazma)

metabolizam stanične stijenka (fosfolipidi, murein, LPS)

termodinamika reakcija

drugi putevi korištenja ugljika

karakterizacija kinona

bilanca  različitih elemenata i naboja

metabolizam masnih kiselina

transport u i iz stanice - proširena verzija

dio genoma

biosinteza sastojaka stanične stijenke

biosinteza kofaktora

funkcije biomase vezane uz rast stanica

sinteza 

aminokiselina 

i nukleotida
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in silico model stanice patogena Mycoplasma genitalium

FtsZ protein formira prsten gdje se kasnije formira septum (dioba bakt. stanice);

ordinary differential equation, ODE.

1. Odabrano 28 ključnih 

procesa u stanici;

2. za svaki od 28 

odabranih procesa u 

stanici formiran 

matematički model;

3. simulacija 

funkcioniranja stanice 

ograničena na korake u 

trajanju od t = 1 s;

4. na kraju svakog koraka 

dobiju se  vrijednosti za 

16 varijabli;

5. simulacija 

završava/započinje 

diobom stanice.

1.2.4.

5.
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primjena kemostata u istraživanjima fiziologije mikroorganizama 

- istraživanja uz korištenje kultura uzgojenih šaržnim postupkom npr. tijekom uzgoja uz stresanje: 

hranjiva podloga nacijepljena relativno niskom koncentracijom stanica,

stanice rastu uz stalno smanjenje koncentracije supstrata,

stanice iz eksponencijalne faze rasta.

D = m
- uzgoj stanica u (ne)kontroliranim (ustaljeno stanje) i ponovljivim uvjetima

- stanice kemostat kulture natječu se za limitirajući supstrat

- problemi vezani za uspostavljanje ustaljenog stanja:

neidealno miješanje (koncentracijski gradijenti)

rast biomase na stijenkama

koncentriranje stanica u pjeni

vrijeme obrade uzorka prije analize

- kemostat

- konstantan volumen održava se preljevnom cijevi

- supstrat ulazi u bioreaktor i troši se za rast stanica

pa je konc. supstrata u izlaznom toku manja od ulazne

- stanice u reaktoru rastu brzinom (m) koja je određena

dotokom svježe podloge (D), a istom se brzinom i

razrjeđuju, pa je konc. stanica u reaktoru konstantna
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primjena kemostata u istraživanjima fiziologije mikroorganizama 

limitacija supstratom

suboptimalni uvjeti rasta stanice (“glad”, D!)

alarmon mutacija

(brza) promjena i prilagodba na novonastale uvjete

transport

metabolizam

respiracija

m

evolucija

- istraživanje odziva staničnog metabolizma na promjene u okolini stanice, stupnjevite i pulsne
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primjena kemostata kod in vivo istraživanja fiziologije mikroorganizama (1) 

- uzorkovanje (A) i analiza (B) supstrata i vanstaničnih proizvoda (B1), unutarstaničnih međuspojeva (B2) i

energetskih spojeva ATP/ADP/AMP/Pi (B3) nakon pulsa glukoze u vremenu t = 0 - 120 s

A1
B

B1                   B2                  B3

J. Villadsen, M. Reuss

(CSTR)

(vakumirane ohlađene 

epruvete koje sadrže 

odgovarajuću smjesu)

stopped-flow metod a

(enzimska kinetika)

komora 

za 

miješanje

S. cerevisiae: dinamika glikolize

A2

B1S

B1P1

B1P2

B1P3
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primjena kemostata kod in vivo istraživanja fiziologije mikroorganizama (2) 

- analiza (B) supstrata i vanstaničnih proizvoda (B1), unutarstaničnih međuspojeva (B2) i energetskih spojeva

ATP/ADP/AMP/Pi (B3) nakon pulsa glukoze u vremenu t = 0 - 120 s

Metabolic Control Analysis (MCA)

· kontinuirani uzgoj, puls glukoze

(npr. S = 20 mg L-1, puls glukoze S = 1 g L-1)

· promjene u koncentraciji spojeva (t  s) zbog 

regulacije metabolizma

(promjene konc. proteina zanemarive)

B

B1                   B2                  B3

J. Villadsen, M. Reuss

S. cerevisiae: dinamika glikolize

B1S

B1P1

B1P2

B1P3
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primjena kemostata kod in vivo istraživanja fiziologije mikroorganizama (3) 

- analiza (B) supstrata i vanstaničnih proizvoda (B1), unutarstaničnih međuspojeva (B2) i energetskih spojeva

ATP/ADP/AMP/Pi (B3) nakon pulsa glukoze u vremenu t = 0 - 120 s

Metabolic Control Analysis (MCA)

glukoza   glicerol (B1P1)

acetat (B1P2)

etanol (B1P3)

B

B1                   B2                  B3

J. Villadsen, M. Reuss

S. cerevisiae: dinamika glikolize

B1S

B1P1

B1P2

B1P3
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primjena kemostata kod in vivo istraživanja fiziologije mikroorganizama (4) 

- analiza (B) supstrata i vanstaničnih proizvoda (B1), unutarstaničnih međuspojeva (B2) i energetskih spojeva

ATP/ADP/AMP/Pi (B3) nakon pulsa glukoze u vremenu t = 0 - 120 s

Metabolic Control Analysis (MCA)

· promjena koncentracije unutarstaničnih 

međuspojeva pokazuje kontrolu metabolizma 

glukoze povratnom spregom

· nakon pulsa glukoze raste brzina metabolizma 

glukoze za  6 puta (B1S)

· “višak” glukoze se fosforilira (heksokinaza, HK) i 

tako se povećava unutarstanična koncentracija 

G6P (B2) (aktivnost fosfofruktokinaze,PFK, je slaba)

· PFK se aktivira zbog opadanja konc. ATP (B3) i 

zbog povećanja konc. F6P (B2), AMP i ADP (B3)

B

B1                   B2                  B3

J. Villadsen, M. Reuss

S. cerevisiae: dinamika glikolize

heksokinaza

B1S

B1P1

B1P2

B1P3
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primjena kemostata kod in vivo istraživanja fiziologije mikroorganizama (5) 

- analiza (B) supstrata i vanstaničnih proizvoda (B1), unutarstaničnih međuspojeva (B2) i energetskih spojeva

ATP/ADP/AMP/Pi (B3) nakon pulsa glukoze u vremenu t = 0 - 120 s

Metabolic Control Analysis (MCA)

· opada potrošnja glukoze jer G6P (B2) inhibira 

njezin transport (transport permeazom)

· koncentracije F1,6P i GAP (B2) ostaju visoke

kroz period od  100 s zbog regulacije

glikolize i pentoza-P puta

· porast konc. G6P na početku povezan je s

porastom konc. 6P-glukonata i porastom 

potrošnje glukoze kroz pentoza-P put

· zbog toga i konc. F1,6P i GAP ostaju

relativno konstantne i visoke kroz ovaj period

B

B1                   B2                  B3

J. Villadsen, M. Reuss

S. cerevisiae: dinamika glikolize

heksokinaza

B1S

B1P1

B1P2

B1P3
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primjena kemostata kod in vivo istraživanja fiziologije mikroorganizama (6) 

- analiza (B) supstrata i vanstaničnih proizvoda (B1), unutarstaničnih međuspojeva (B2) i energetskih spojeva

ATP/ADP/AMP/Pi (B3) nakon pulsa glukoze u vremenu t = 0 - 120 s

Metabolic Control Analysis (MCA)

· koncentracija PEP (B2) opada zbog aktivacije

piruvat kinaze (PK) i to visokom konc. F1,6P

· porast konc. F1,6P vodi ka brzom 

opadanju konc. PEP koji se prevodi u piruvat 

· nakon pulsa glukoze “val” ugljika prenosi se “niz 

glikolizu”

B

B1                   B2                  B3

J. Villadsen, M. Reuss

S. cerevisiae: dinamika glikolize

B1S

B1P1

B1P2

B1P3
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primjena kemostata kod in vivo istraživanja fiziologije mikroorganizama (7) 

- analiza (B) supstrata i vanstaničnih proizvoda (B1), unutarstaničnih međuspojeva (B2) i energetskih spojeva

ATP/ADP/AMP/Pi (B3) nakon pulsa glukoze u vremenu t = 0 - 120 s

Metabolic Control Analysis (MCA)

· raste konc. NADH u citoplazmi kao i konc. PO4
3-

(B3); PK “vuče” 1,3-DPG; odvija se transport 

glicerola iz stanice (B1P1) i smanjuje se konc. 

NADH u stanici

B

B1                   B2                  B3

J. Villadsen, M. Reuss

S. cerevisiae: dinamika glikolize

B1S

B1P1

B1P2

B1P3
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primjena kemostata kod in vivo istraživanja fiziologije mikroorganizama (8) 

- analiza (B) supstrata i vanstaničnih proizvoda (B1), unutarstaničnih međuspojeva (B2) i energetskih spojeva

ATP/ADP/AMP/Pi (B3) nakon pulsa glukoze u vremenu t = 0 - 120 s

Metabolic Control Analysis (MCA)

· konc. ATP opada brzo nakon pulsa glukoze

· ATP se troši za fosforilaciju (HK i PFK) brže 

nego što ATP nastaje u kasnijim reakcijama glikolize

· ne nastaje glikogen jer je za taj proces potrebna 

visoka konc. ATP

B

B1                   B2                  B3

J. Villadsen, M. Reuss

S. cerevisiae: dinamika glikolize

B1S

B1P1

B1P2

B1P3



NADP NADPH GAP

ADPATP

AMP

PYR

G6PF6P

NAD NADH

G1P

Escherichia coli

Prof. M. Reuss, BEC2016



(1) Regulacija metabolizma odvija se u vremenu od nekoliko 

sekundi ili kraćem.

(2) U ovom vremenskom okviru promjene se događaju zbog 

regulacije metabolizma. Reakcije biosinteze (biosinteza 

enzima) smatra se „zamrznutom” (“frozen“ state).

vrijeme (s)

Prijenos mase 

Sinteza enzima

Mutacije

Alosterička regulacija

10610410210010-210-410-6

Molekulska dinamika

Posttranslacijske modifikacije

Prof. M. Reuss, BEC2016
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NMR analiza metaboličkih flukseva (1)

NMR - nuklearna magnetna rezonancija

- in vivo NMR je neinvazivna metoda određivanja koncentracije metabolita

u različitim odjeljcima stanice

- princip: u magnetnom polju elektroni određenog atoma kruže u smjeru ovog polja;

kruženjem elektrona nastaje drugo, suprotno magnetno polje oko jezgre atoma; 

gustoća elektrona oko jezgre atoma ovisi o vrsti jezgre i vrsti veza kod određene

molekule (npr. metanol)B

B

metanol
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NMR analiza metaboličkih flukseva (2)

- princip: jezgre atoma koji imaju neparan atomski broj (npr. 1H i 13C) imaju spin (sličan spinu elektrona);

jezgra predstavlja nabijenu česticu koja se kreće i samim time stvara magnetno polje; bez

“vanjskog” magnetnog polja jezgre atoma imaju tzv. slučajnu orijentaciju, primjenom magnetnog

polja jezgre ovih atoma orijentiraju se paralelno s poljem; EM se koristi za “okretanje” (eng. flip)

spinova; količina energije koju je potrebno uložiti za “flip” ovisi o jačini magnetnog polja 

bez magnetnog polja                        magnetno polje

B

h

pobuđeno stanje

B
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NMR analiza metaboličkih flukseva (3)

- osnovne komponente NMR sustava: uzorak smješten u magnetnom polju pobudi se pulsevima

radio frekvencije, tada magnetno polje inducira radio signal

koji se koristi za formiranje izlaznog signala, Fourier analiza

kompleksnih izlaznih signala formira konačni spektar

- primjena: NMR analiza 31P omogućava

praćenje metabolizma   

ugljikohidrata

jer se ovom metodom mogu 

razlikovati unutarstanični i van-

stanični anorganski fosfat, zatim

pirofosfat, ATP, ...;

NMR analiza 13C zahtijeva

korištenje spojeva bogatih na

ovom izotopu;

metaboličko inženjerstvo
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NMR analiza metaboličkih flukseva (3a) 
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NMR analiza metaboličkih flukseva (3b) 
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primjena radioizotopa

- Geiger i scintilacijski brojači

- primjena:

stupnjevita (eng. step) ili udarna (eng. pulse-chase) pobuda

(kratkotrajna pobuda radioaktivnim materijalom koji se ispire i zamjenjuje molekulama koje ne pokazuju radioaktivnost)

određivanje redoslijeda reakcija u biokemijskim putevima

praćenje ugradnje građevnih blokova u polimere

lokalizacija određenih funkcija u stanici

autoradiografija (istraživanje funkcija tkiva pod mikroskopom)

analiza frakcija stanica

proučavanje transporta u stanicu
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primjena radioizotopa - transport supstrata u stanicu mikroorganizma

transport glukoze u stanice kvasca Saccharomyces cerevisiae

• scintilacijsko brojanje: određivanje radioaktivnog raspada određene tvari tj. određivanje količine radioaktvnosti u uzorku.

U “koktelu” se odvijaju fizikalno-kemijske reakcije tj. energija koja se oslobađa tijekom radioaktivnog raspada prevodi se u 

energiju koja se mjeri scintilacijskim brojačem.

scintilacijski brojač: fotoćelija visoke rezolucije koja može detektirati -čestice (jezgre He), -čestice (elektroni), - i x-

zrake, te pozitrone, Comptonove i Angerove elektrone.

Najčešće su se koristile 14C, 3H i 32P tj. detektirale -čestice. 
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- protuijela su proteini koje proizvode kralješnjaci

kao obranu nakon infekcije 

- to su jedinstveni proteini koji “prepoznaju”

specifičnu molekulu - antigen

- određeni antigen “izaziva” sintezu određenog

proteina

- obilježavanje fluorecentnim spojevima

(fluorescentna mikroskopija, FM)

primjena protutijela

- visoka specifičnost reakcije antigen-protutijelo

- antigeni: proteini, DNA, RNA, polisaharidi,

organeli, druga antitijela

- heteroklonska protutijela (B-limfociti, 

antiserum, životinje)

- monoklonska protutijela (tehnologija hibridoma)

antitijelo

antigen
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primjena antitijela

· kloniranje B-limfocita koji proizvode

jednu vrstu antitijela 

(homogena monoklonalna antitijela)

· B-limfociti iz imunizirane životinje

fuzirani s “besmrtnim” tumornim B-

limfocitima 

animacija: Producing Monoclonal Antibodies

www.sumanasinc.com/webcontent/

animations/molecularbiology.html
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primjena antitijela

Primarne stanice

stanice oslobođene od ostalog dijela tkiva uzgojene u prikladnim uvjetima

rastu i razmnožavaju se tek nekoliko generacija

Besmrtne stanice

(kontinuirane stanične linije)

posebni izolati koji se razmnožavaju beskonačno

Hibridoma 

hibrid između primarnih stanica B limfocita i mutiranih - tumornih stanica

B limfocita,

besmrtne stanice sa značajkama primarnih stanica

Uzgoj biljnih i životinjskih stanica omogućava industrijsku proizvodnju

vakcina, virusa, specifičnih proteina koji se ne mogu proizvesti drugim organizmima; 

monoklonska antitijela u terapeutske, dijagnostičke i znanstvene svrhe;

specifičnih metabolita biljaka i životinja (prehrambeni aditivi, parfemi, agrokemikalije,

insekticidi, ...)
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primjena antitijela

- mogućnost kvalitativne i kvantitativne analize

specifičnih antigena

- RIA (eng. RadioImmunoAssay; antitijela sa 

radioizotopom)

- ELISA (eng. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay;

antitijela s enzimom)

animacija: Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (Direct & Indirect ELISA Method)

www.sumanasinc.com/webcontent/animations/molecularbiology.html
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primjena antitijela

- imunocitokemija (antitijela s feritinom za TEM;

fluorescentna antitijela za FM)

- afinitetna kromatografija (High-Performance 

Immuno Affinity Chromatography, HPIAC):

· izdvajanje i analiza specifičnih bioloških 

spojeva

(RF, GC, CE, kiralni spojevi, tandem affinity)

· analiza teofilina pomoću HPIAC, kompetitivno 

vezanje teofilina na imuno-afinitetnu kolonu, 

teofilin povezan s liposomom koji sadrži

karboksifluorescein kao marker  
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 proizvodni mikroorganizam može biti izolat iz prirode (nasumično)

inducirani mutant (nasumično)

konstruiran tehnologijom rDNA (selektivnost)

 povijesni pregled

1869 Miescher izolirao DNA

1944 Avery dokazao da je genetička informacija zapisana u DNA, a ne u proteinima

1953 Watson i Crick prikazali strukturu DNA modelom dvostruke uzvojnice na temelju rezultata

kristalografije X-zrakama za koji su zaslužni Franklin i Wilkins

1961 Marmur i Doty otkrili renaturaciju DNA čime su omogućene reakcije hibridizacije DNA

1962 Arber otkrio restrikcijske endonukleaze, za njihovu purifikaciju i primjenu u genetičkom

inženjerstvu zaslužni Nathans i H. Smith

1966 Nirenberg, Ochoa i Khorana objašnjavaju genetički kod

1967 Gellert otkrio DNA ligazu, enzim koji se koristi za spajanje fragmenata DNA

1972-1973 Boyer, Cohen, Berg (Stanford, UC San Francisco) razvili tehnike kloniranja

1975-1977 Sanger i Barrel, te Maxam i Gilbert razvili brzu metodu za sekvencioniranje DNA (određivanje redosljeda

nukleotida)

 genetička informacija može biti prepisana iz DNA davatelja gena (niska selektivnost)

banke gena davatelja (viši stupanj selektivnosti)

mRNA davatelja gena (viši stupanj selektivnosti)

genetičko inženjerstvo - tehnologija rekombinantne DNA (rDNA)
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genetičko inženjerstvo

 restrikcijske endonukleaze

 restrikcijski fragmenti i restrikcijske mape

 DNA ligaza: kloniranje heterologne DNA u

plazmide i viruse

 transformacija plazmidne ili virusne DNA u

stanicu domaćina

 tehnike hibridizacije

 reverzna transkriptaza: kopiranje mRNA u

cDNA (komplementarna, kopirana)

 (automatsko) određivanje redosljeda baza

(eng. sequencing)

 određivanje redosljeda aminokiselina

proteina iz redoslijeda baza

 genomika (sekvencioniranje ukupnog

genoma; “omics”) 

 proteinsko inženjerstvo

http://www.neb.com/nebecomm/products/productN6701.asp
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 važnost genetičkog inženjerstva u biotehnologiji:

 mogućnost dobivanja rijetkih proteina iz bilo kojeg izvora u dostatnim količinama za

istraživanje,

 određivanje redoslijeda aminokiselina u proteinima preko redoslijeda nukleotida u DNA,

 određivanje redoslijeda nukleotida cijelog genoma,

 proizvodnja specifičnih proteina u industrijskom mjerilu,

 metaboličko inženjerstvo (dobivanje novih proizvoda metabolizma “ubacivanjem” gena 

za nove enzime),

 razvitak vektora za “ubacivanje” heterolognih gena u životinjske i biljne stanice

(transgenične životinje i biljke).

genetičko inženjerstvo - tehnologija rekombinantne DNA (rDNA)
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baze podataka i algoritmi
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genetičko inženjerstvo

 dobivanje i proučavanje mutanata

 mutanti: apsolutni i uvjetni (npr. temperaturni)

 određivanje redoslijeda reakcija kod biokemijskih puteva

 proučavanje regulacijskih mehanizama

 proučavanje transporta

 izrada genetičke mape 

(genetičke rekombinacije)

ccpA catabolite control protein A

cre catabolite responsive element

noxE NADH oksidaza (H2O)

animacije:

The Meselson-Stahl Experiment

High-Throughput Sequencing

Construction of a DNA Library

www.sumanasinc.com/webcontent/animations/biology.html

Life Cycle of an mRNA

The Polymerase Chain Reaction (PCR)

Plasmid Cloning

www.sumanasinc.com/webcontent/animations/molecularbiology.html
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BIOMEMBRANE – GRAĐA I FUNKCIJA
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biomembrane (1)

 plazmina membrana: hidrofobni lipidni dvosloj širine 4-5 nm (30 Å-10 nm), dinamično organiziran okomito

i lateralno, predstavlja granicu života i smrti za stanicu 

 kako i gdje je nastala prva stanica ?

 (ko-)evolucija citoplazme i membrane: međudjelovanje površina i “problem” formiranja stanice
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biomembrane - zajedničke karakteristike (2)

 sastoje se iz lipida (35-50%) i proteina (50-65%)

 molekule lipida poredane su u neprekinuti dvostruki sloj (lipidni dvosloj)

 lanci masnih kiselina su hidrofobni, dok je ostatak polaran

polarna “glava”: glicerol + fosforna kiselina + alkoholamin

 molekula fosfolipida je amfifilna

 lipidni dvosloj predstavlja osmotsku barijeru (nepropustan je za većinu u vodi otopljenih molekula)

 proteini membrane (membranski proteini) “otopljeni” su u lipidnom dvosloju

 lipidni dvosloj je dvodimenzionalna tekućina, ima dinamičnu i fluidnu strukturu (velika horizontalna

pokretljivost molekula lipida i proteina)

 lipidomics

 oko 5% gena eukariotske stanice kodira za sintezu lipida

citoplazma 

periplazma
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biomembrane - zajedničke karakteristike (3)

lipidomics - MS/MS

ionizacija

kvadrupol

kolizija

MS 

(kvadrupol, TOF, IT)

detektor,

pojačivač 

signala

2. m/z filter1. m/z filter
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biomembrane - sinteza i transport lipida (4) 

 sinteza lipida odvija se u

endoplazmatskom retikulumu (mrežici) i brzo se

transportiraju do drugih organela; 

Golgi kompleksu i transportiraju do

endosoma, vakuola, ER, plazmine

membrane;

mitohondrijima (kvasci i sisavci)

 plazmina membrana nije odjeljak

gdje se odvija autonomna sinteza

strukturnih lipida, ovdje se odvijaju

specifične reakcije (protein-lipid

reakcije) kao dio signalnih kaskada

 sve organele sadrže lipide koji su

transportirani od odjeljka gdje su

sintetizirani 

sisavci kvasci 

PL - fosfolipid

plavi PL - struktura

crveni PL - “signaling”

CHOL - kolesterol (sisavci)

ERG - ergosterol (kvasci)

PC - fosfatidil-kolin

PE - fosfatidil-etanolamin

PI - fosfatidil-inozitol

PS - fosfatidil-serin

PA - fosfatidna kiselina

PG - fosfatidil-glicerol

Cer - ceramid

TG - triacilglicerol

SM - sfingomijelin

GSL - glikosfingolipid

ISL - inozitol-sfingolipid

DAG - diacil-glicerol

CL - kardiolipin

Sph - sfingozin

plazmina 

membrana
endoplazmatski 

restikulum

mitohondrij

Golgi

nucleus

endosom
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biomembrane - lipidi (5)

 struktura lipida membrane

1 i 2 - masne kiseline

N+(CH3)3
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biomembrane - lipidi (6)

 struktura lipida membrane

arhebakterije: eteri glicerola i dugolančanih alkohola izoprenske strukture (C20-C40)

prave bakterije i eukarioti: esteri glicerola tzv. glicerofosfolipidi (derivati fosfatidne kiseline)

najčešći:  fosfatidil-kolin (eukarioti)

fosfatidil-etanolamin (eukarioti i eubakterije)

fosfatidil-serin (eukarioti i eubakterije)

fosfatidil-inozitol (eukarioti)
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 struktura lipida membrane glicerofosfolipidi fosfatidil-glicerol

bisfosfatidil-glicerol

generička imena  za cijelu grupu spojeva ovisno o tome koji su radikali (acili)

masnih kiselina vezani za molekulu glicerola; u pravilu su to masne kiseline s

parnim brojem ugljikovih atoma (C10-C20); po strukturi to mogu biti:

1. ravni zasićeni lanci: najčešće palmitinska (C16) i stearinska kiselina (C18; CH3(CH2)14COO-).

2. ravni nezasićeni lanci (cis dvostruka veza): oleinska kiselina (C18:1; CH3(CH2)7CH=CH(CH2)7COO-).

3. razgranati lanci (prokarioti).

4. lanci sa ciklopropanom (prokarioti).

biomembrane - lipidi (7)

CH3

C
O

CH3(CH2)6CH2

C
O

C

OH3C

H3C

C
O

H3C
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biomembrane - lipidi (8)

 pored glicerofosfolipida u građi lipida membrane sudjeluju i

glikolipidi (oligosaharidi vezani na glicerofosfolipid)

steroli (kolesterol, zimosterol, ergosterol)

 steroli stabiliziraju membranu i povećavaju fluidnost membrane; regulacija fluidnosti membrane od bitne je

važnosti za stanične funkcije, naročito za funkcije proteina membrane.

 fluidnost lipidnog dvosloja ovisi o strukturi lipida membrane
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biomembrane - lipidi (9)

 osnovne funkcije lipida u stanici:

☺spremište energije i spojeva (m. kis. i steroli) za biogenezu membrana stanice

☺polarni lipidi dio su matriksa staničnih membrana (entropijski povoljna reakcija asocijacije

hidrofobnih dijelova lipida, kao i njihovih hidrofilnih dijelova koji reagiraju jedni s drugima i s

molekulama vode, osnova je spontanog formiranja membrana/organela)

☺osim barijere, lipidi omogućavaju pupanje, fuziju i druge promjene membrana koje

su preduvjet za procese diobe stanice, reprodukcije i transporta

☺lipidi sudjeluju u procesima prijenosa signala/informacija u membrani (hidrofobni dio) i

citosolu (hidrofilni dio)
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biomembrane - lipidi: struktura i “signaling” (10)

hidrofobnost

(eng. messenger lipids)
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biomembrane - lipidi (11)

 osnovne funkcije lipidnog dvosloja:

☺ osmotska barijera

☺ smještaj proteina membrane koji obavljaju brojne 

funkcije membrane:

- transport određenih molekula u stanicu i iz stanice

- oksidoredukcijske reakcije  (respir. lanac)

- fosforilacija (H+-ATP-sintaze)

- fotofosforilacija

- biosinteza stanične stijenke

- primanje signala iz okoline stanice (proteini-receptori)

- povezivanje citoskeletona i vanjskog omotača (strukturni proteini)

- pretvorba energije potrebne organelima za proces pokretanja

 prokarioti: sve pobrojane funkcije odvijaju se u plazminoj membrani; ako ova površina nije dostatna za

potrebe stanice, onda se obično površina membrane povećava invaginacijom u obliku mješinica, cjevčica,

membranskih slojeva i tilakoida

 eukarioti: stanice su znatno veće, pa je i omjer površine i volumena znatno manji; „manjak” membranske

površine nadoknađuje se unutarstaničnim membranama koje formiraju odvojene odjeljke stanice -

organele; kod životinjskih stanica plazmina membrana čini samo 2-5% ukupnih membrana stanice.

citoplazma 

periplazma
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biomembrane - proteini (12)

 većina proteina membrane ugrađena je u lipidni dvosloj 

hidrofobnim interakcijama sa lipidnim molekulama

nano-motor za 

pumpanje protona

mitohondrijska 

sekundarna 

pumpa

citosol pH 7,4

matriks pH 7,4

membrana

membrana

međumembranski

prostor mitohondija pH 7,0

animacija: ATP Synthase Mechanism

www.sumanasinc.com/webcontent/animations/microbiology.html
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biomembrane - odjeljci stanice (13)
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 organele s dvostrukom membranom

jezgra mitohondrij

kloroplast

biomembrane - organele (14)
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 organele s jednostrukom membranom 

endoplazmatska mrežica (retikulum) Golgijev kompleks (usmjeravanje proteina ka različitim odredištima)

lizozom peroksizom

biomembrane - organele (15)

animacija: Vesicle Budding and Fusing

www.sumanasinc.com/webcontent/animations/biology.html
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biomembrane - organele (16)
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biomembrane (17)

povežimo prvo predavanje i biomembrane: proizvodnja aminokiselina s pomoću bakterija C. glutamicum i    

E. coli - transport molekula i iona u stanicu i iz stanice
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biomembrane (18) 

 transport vezikulama kod eukariota 

a1, a2, a3, a4-izoforme ATPaze

animacija: Vesicle Budding and Fusing

www.sumanasinc.com/webcontent/animations/biology.html

Protein Secretion

www.sumanasinc.com/webcontent/animations/molecularbiology.html
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BIOMEMBRANE I BIOENERGETIKA
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bioenergetika (1)

 bioenergetika proučava molekulske mehanizme pretvorbe energije u živim stanicama

 sa gledišta termodinamike

živa stanica je NEIZOLIRANI, OTVORENI SUSTAV što znači da može obavljati izmjenu

tvari i energije s okolinom;

živa stanica je vrlo uređena struktura (niske entropije) koja ima sposobnost

samoreprodukcije pretvorbom jednostavnih kemijskih spojeva iz okoline;

(živa stanica naizgled prkosi II zakonu termodinamike; međutim,...)

ŽIVA JE STANICA KEMIJSKI SUSTAV KOJI DJELUJE U UVJETIMA KONSTANTNOG TLAKA, 

VOLUMENA I TEMPERATURE I PROVODI PRETVORBU ENERGIJE IZ JEDNOG OBLIKA U 

DRUGI, U SKLADU SA ZAKONIMA TERMODINAMIKE. 
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bioenergetika (2)

 STANICA NE MOŽE PROIZVODITI ENERGIJU IZ NIČEGA (I zakon termodinamike), NITI MOŽE 

TERMALNU ENERGIJU PRETVARATI U DRUGE OBLIKE SLOBODNE ENERGIJE (II zakon 

termodinamike)

 POVEĆANJE REDA (SMANJENJE ENTROPIJE) U STANICI POSLJEDICA JE POVEĆANJA 

NEREDA (ENTROPIJE) U OKOLINI STANICE
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bioenergetika (3)

 živa stanica koristi ove izvore energije:

1. KEMIJSKA ENERGIJA (sva živa bića)

1.1. reducirani spojevi (SUPSTRATI: metan, alkani, alkoholi, organske

kiseline, ugljikohidrati, H2, H2S, NH3, itd.; KOENZIMI:

NAD(P)H + H+, FAD(H2), FMN(H2))

1.2. spojevi sa velikom energijom hidrolize (SUPSTRATI: 1,3-BPG, PEP, PP, acetil-CoA,

acetil-fosfat; KOENZIMI: ATP, ADP, GTP i drugi trifosfonukleotidi)

1.3. gradijent protona (Δp)

2. ENERGIJA SVJETLOSTI (h)
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bioenergetika: transmembranski gradijent protona pokreće niz energetskih procesa u stanici (4)

potencijal elektrona

ΔE

GRADIJENT PROTONA

Δp

proizvodnja topline

sinteza NADPH

aktivni transport

rotacija 

bakterijskih 

flagela

ATP

~P
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 kemijske reakcije koje u ukupnosti čine metabolizam stanice dijele se na kataboličke i anaboličke

KATABOLIZAM ANABOLIZAM

razgradnja sinteza

dobivanje energije trošenje energije

dobivanje ATP trošenje ATP

dobivanje ekvivalenata redukcije trošenje ekvivalenata redukcije

povećanje entropije smanjenje entropije

energetski metabolizam biosinteza staničnog materijala

bioenergetika: metabolizam stanice (5)
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 dobivanje ATP u kataboličkim reakcijama odvija se na tri načina:

1. fosforilacija u lancu supstrata (citoplazma, glikoliza)

2. oksidativna fosforilacija (biomembrane)

3. fotofosforilacija (biomembrane)

 oksidativna fosforilacija (stanično disanje ili respiracija)

prokarioti: plazmina membrana 

eukarioti: unutrašnja membrana mitohondrija

 povezivanje oksidativne fosforilacije i reakcije ATP-sintaze: oksido-redukcijske reakcije u membrani

dovode do stvaranja transmembranskog protonskog gradijenta; tok protona niz gradijent

koncentracije kroz protonski kanalić (podjedinica F0 ATP-sintaze) dovodi do sinteze ATP iz ADP i

fosfata na podjedinici F1 ATP-sintaze

bioenergetika: dobivanje ATP (6)
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prijenos elektrona - kemiosmotski mehanizam 

 prijenos elektrona i stvaranje gradijenta protona

npr. procesi oksidacije metabolita

ili h

proteini membrane 

(lanac za prijenos elektrona)

ion-nepropusna membrana

ion-nepropusna membrana

ion-nepropusna membrana

transmembranski gradijent protona 

(Δp)
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prijenos elektrona i fosforilacija ADP (eng. electron-transport-coupled phosphorylation, ETP) 

standardni redoks potencijal (E‘0) različitih 

donora i akceptora elektrona pri pH 7lanac za prijenos elektrona i ATP-sintaza u 

citoplazmatskoj membrani bakterija

Dred donor (npr. sukcinat)

Aox akceptor (npr. O2)

cilj: pridobivanje ATP

oxphos

redoks parovi

Acetaldehid / etanol

Piruvat / laktat

DHAP / glicerol-P

Oksaloacetat / malat

Fumarat / sukcinat

NO2
- / NH4

+

Trimetilamin oksid / trimetilamin

Dimetilsulfoksid / dimetilsulfid
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QH2

aerobna i anaerobna respiracija (disanje) kod E. coli

glicerol-3-P 

dehidrogenaza

NADH 

dehidrogenaza

formijat 

dehidrogenaza

sukcinat 

dehidrogenaza

hidrogenaza

laktat 

dehidrogenaza

fumarat 

reduktaza

nitrat 

reduktaza

nitrit 

reduktaza

dimetil 

sulfoksid 

reduktaza

trimetilamin-N-oksid 

reduktaza

quinol 

oksidaza

fumarat

sukcinat

NO3
-

NO2
-

NO2
-

NH4
+

(CH3)2S=O

(CH3)2S

(CH3)3N→O

(CH3)3NH
+

O2

H2O

glicerol-P

DHAP

NADH

NAD+

HCO2
-

CO2

sukcinat

fumarat

H2

2 H+

laktat

piruvat

Q

ubikinon/ubikonol, 

menakinon/menakinol ili 

demetilmenakinon (-ol) je 

redoks medijator između 

dehidrogenaza i reduktaza 

(E. coli)

donori e-

(redukcija Q)

Q

akceptori e-

(oksidacija Q)

glc (aer)

animacija: Electron Transport: Aerobic and Anaerobic Conditions

www.sumanasinc.com/webcontent/animations/biology.html
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stanični metabolizam

 anaerobna respiracija

 razdvajanje aerobnog i 

anaerobnog metabolizma 

ugljikohidrata

glukoza

piruvat

CH3-CO-COOH

aerobna respiracija

CoA-SH
CO2

CH3-CO-SCoA

acetil-CoA

 TCA
ciklus

CO2

CO2

IH I

ADP + Pi

ATP

O2

H2O

NAD+

NADH + H+

CH3-CH-COOH

        OH

laktat

mlijecno-
 kiselo
 vrenje

CH3-CO-H + CO2

acetaldehid

alkoholno
  vrenje

CH3CH2OH

etanol

 propionska
fermentacija

CH3-CH2-COOH

propionska kiselina

vrenje butirickog tipa

CH3CH2CH2COOH

CH3CH2CH2CH2OH

CH3COCH3

CH3CHOHCH3

butirat kis.

butanol

aceton

izo-propanol

anaerobna respiracija

NO3
- N2

SO4
2- S, HS-

1

2

a

b

c

d

butan kis.
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stanični metabolizam

 anaerobna respiracija

U anaerobnim respiracijama oksidirani su organski spojevi ili vodik, a primaoci elektrona (NO3
-, NO2

-, 

ioni željeza, dimetilsulfoksid, ugljični dioksid, sulfat ili organski spojevi klora) su reducirani.

DENITRIFIKACIJA (uzastopna redukcija počevši od nitrata) i AMONIFIKACIJA

NO3
- NO2

- NO N2O N2

NH4
+

NO3
- + 2 e- + 2 H+

NO2
-

2 NO

N2O

NO2
- + H2O nitrat redukataza

+  e- + 2 H+ NO + H2O nitrit redukataza

+ 2 e- + 2 H+ N2O + H2O

+ 2 e- + 2 H+ N2
+ H2O

NO2
- +  3 NAD(P)H + 5 H+ NH4

+ +  3 NAD(P)+ + 2 H2O
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RL – eukarioti (unutrašnja membrana mitohondrija)

e-
e- e-

kompleks I (protonska pumpa) NADH ubikinon oksidoreduktaza (L-oblik kod svih organizama)

kompleks II sukcinat dehidrogenaza (sukcinat → kompleks II → ubikinon)

kompleks III (protonska pumpa) ubikinol cytokrom c oksidoreduktaza (citokrom bc1 kompleks)

kompleks IV (protonska pumpa) citokrom c oksidaza

kompleks V F1F0-ATP sintaza (F0 – pumpanje protona, F1 – katalitička domena, sinteza ATP)

ATP energetska moneta u stanici

animacija: Electron Transport Chain

www.sumanasinc.com/webcontent/animations/biology.html

→ Cellular Respiration → Electron Transport

animacija: ATP Synthase Mechanism

www.sumanasinc.com/webcontent/animations/microbiology.html
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RL – protonske pumpe

kompleks I (protonska pumpa) NADH ubikinon oksidoreduktaza

NADH FMN FeSred Qoks

NAD+ FMNH2 FeSoks Qred

kompleks III (protonska pumpa) ubikinol cytokrom c oksidoreduktaza (citokrom bc1 kompleks)

QH2 cyt b (+3) FeS (+2) cyt c1 (+3) cyt c (+2)

Q cyt b (+2) FeS (+3) cyt c1 (+2) cyt c (+3)

kompleks IV (protonska pumpa) citokrom c oksidaza

cyt c (+2) cyt a (+3) cyt a3 (+2)            Cu (+2) H2O

cyt c (+3) cyt a (+2) cyt a3 (+3)            Cu (+1) O2
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lanci za prijenos elektrona kod prokariota (Azotobacter vielandii) i eukariota

ciklus limunske kiseline
(mitohondrij)

1135 mV

“ulaz” e- u RL

 razgranati lanci za transport elektrona

NADH + H+

NADPH + H+

NADH + H+
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neciklička oksidativna fosforilacija

FOTOSUSTAV I (+)

FOTOSUSTAV II

alge, fitoflagelati, zelene biljke

fotosinteza (fotoliza vode) H2O + NADP+ → NADPH + H+ + ½ O2

h

h h

1 V

1 V

(u tilakoidima)

NADPH + H+

animacija: Harvesting Light

www.sumanasinc.com/webcontent/animations/biology.html
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RL: usporedba fotofosforilacije i oksidativne fosforilacije

Q - prijenosnik e- sličan ubikinonu

e-

e-

e-

b-c

kompleks

b-f

kompleks

b-c1

kompleks

citokrom

oksidaza
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regulacija transporta H+ za sintezu citosolnog ATP (1)
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regulacija transporta H+ za sintezu citosolnog ATP (2)
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regulacija transporta H+ za sintezu citosolnog ATP (3)
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regulacija transporta H+ za sintezu citosolnog ATP (4)
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RL: čovjek 

kompleks I         kompleks II       kompleks III           kompleks IV          kompleks V

sukcinat  fumarat
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bioenergetika: neki važni energijom bogati spojevi

 ATP/ADP/AMP i ATP-Mg2+ kompleks

O

adenin

OH

O CH2P

O-

O-

O

OP

O-

O

OP

O-

O

HO

N

N

N

N

NH2

riboza
adenozin

trifosfat

ATP

ADP

AMP

O

CH2O- OP

O-

O

OP

O-

O

N

N

N

N

NH2

OHHO

O

CH2O- OP

O-

O

N

N

N

N

NH2

OHHO

O

CH2

N

N

N

N

NH2

OHHO

O OP

O

O

P

O OP

O

O

Mg2+

O

O

ATP-Mg2+ kompleks

anhidro-veze
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ATP - energetska moneta stanice

 promjena standardne slobodne energije hidrolize nekih energijom bogatih spojeva u fiziološkim uvjetima

reakcija G0‘ (kJ mol-1)

PEP piruvat + ortofosfat -61.9

1,3-DPG 3-PG + ortofosfat -54.5

acetil-P acetat + ortofosfat -42.3

ATP AMP + difosfat -37.4

acetil-CoA acetat + koenzim A -35.1

aminoacil-tRNA aminokiselina + tRNA -35.1

ATP ADP + ortofosfat -34.5

difosfat 2 ortofosfata -33.4

glc-1-P glukoza + ortofosfat -20.9

alanin-glicin alanin + glicin -16.7

glc-P glc + ortofosfat -13.8

 ATP se po standardnoj slobodnoj energiji hidrolize nalazi između spojeva koji sudjeluju u energetskom

metabolizmu prilikom izgradnje organske tvari i spojeva koji predstavljaju građevne blokove za izgradnju

osnovnih sastojaka stanice (povezuje procese katabolizma i anabolizma)
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hipoteza: integracija organela za pridobivanje energije u eukariotsku stanicu ili evolucija oksidativne fosforilacije

H+

ATP        ADP + Pi

H+

ADP + Pi     ATP

H+

e-

H+

e-

1

2

3

 fermentacija (proizvodnja kiselina), “unutarstanično zakiseljevanje” 

“pumpanje” H+ izvan stanice “na račun” energije hidrolize ATP  

 “pumpanje” H+ bez hidrolize ATP, ATP se

čuva za druge procese u stanici, membranski

proteini energiju dobivenu tijekom prijenosa

e- sa različitih molekula koriste za

“pumpanje” H+ izvan stanice

donori                   

akceptori

molekule različitog redoks potencijala

nefermentabilne organske kiseline

 elektrokemijski gradijent (Δp) nastao djelovanjem 

respiratornog (disajnog) lanca (RL) koristi se za 

“pumpanje” H+ natrag u stanicu i na račun ovog 

transporta (pridobivene energije) fosforilira se ADP

animacija: The Evolution of Cellular Organelles

www.sumanasinc.com/webcontent/animations/biology.html
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