METODE U FIZIOLOGIJI INDUSTRIJSKIH MIKROORGANIZAMA



metode u fiziologiji industrijskih mikroorganizama

- pomocu razliCitih metoda moguce je:
identificirati, okarakterizirati i izolirati (izdvojiti) pojedine mikroorganizme i proizvode u ciljane svrhe;
opisati rasprostranjenost i aktivnost odredenih mikroorganizama;
(bio)kemijsko i fizikalno-kemijsko medudjelovanje mikroorganizama i njihovih stanista;
povezanost biokemijskih reakcija u stanici i dogadanja na nivou stanice i Citave populacije;
razliCite biokemijske puteve i mehanizme prijenosa informacije u stanici i izvan stanice;
mehanicCke karakteristike stanice (npr. turgor, elasti¢nost, ...);

raspodjelu i “kretanje” odredenih molekula u razli€itim odjeljcima stanice;



neke metode koje se mogu primijeniti u istraZivanju fiziologije stanice (2)

- "vizualizacija”:
* stanice (udjel vode u stanicit)
* organela

» molekula (1)

prefiks simbol(i) potencija baze 10 potencija baze 2
yoCto— y 10724 —
zepto— z 1021 —
atto- a 10718 —
femto— f 10718 —
pico— p 10712 -
nano-— n 10°® —
micro— 108 -
milli- m 103 -
centi— c 102 -
deci— d 107 —
) - 100 20
deka- D 101 —
hecto- h 102 -
kilo— kiliK* 108 210
mega— M 106 220
giga— G 10° 230
tera— T 1012 240
peta— P 1019 250
exa- E 1018 260
zetta- Z 1021 270
yotta— Y 1024 280

xk =10%a K =210




mikroskopija (1)

1. svjetlosna mikroskopija
A=0.4-0.7 um (boje)

rezolucija 0.2 um ili 200 nm (difrakcija)

- izravna (transmisijska)
- fazno-kontrastna

- diferencijalno-kontrastna (Nomarski)

- tamnog polja

2. elektronska mikroskopija
(rezolucija 1 A, 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

izvor svjetla

—le¢a
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uzorak

leca .
< | = okular  Projektor
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mikroskopija (1a)

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

size-scale in um created by using Dia Diagram Editor version 0.97.2



mikroskopija (2)

2. elektronska
mikroskopija

dedio
AccV Spot Magn Det WD fF———— 100m AccV Spot Magn u
250kv 56 238x GSE 19.8 0.6 Torr 1.0 Torr XL-30 D1258. MUP Zag 26.0kvV 5.6 38806x GSE 19.7 0.6 Torr 1.0 Torr XL-30 D1268, MUP Zagg

AccV SpotMagn Det WD F——— 200 um AccV  SpotMagn Det WD F——— 200 um &
250kvV 56 80x GSE 186 0.6 Torr 1.0 Torr XL-30 D1258, MUP Zag 250kV 56 8lx GSE 15.0 0.6 Torr 1.0 Torr XL-30 D1258. MUP Zag F.‘;




difrakcija X-zraka

-A=10-0.01 nm
- proucavanije strukture makromolekula (A, 0.1 nm, 1010 m)

difrakcija X-zraka struktura proteina / enzima primjer: aktivno mjesto enzima



dobivanje i analiza ekstrakta stanica

- dobivanje ekstrakta stanica: ultrazvukom

osmotskim Sokom
u tarionicima i kuglicnim mlinovima
propustanjem kroz mali otvor pod visokim tlakom

- upotreba ekstrakcijskih reagensa: liza stanice i

ekstrakcija (rekombinantnih) proteina iz E. coli npr. B-PER L viak
(eng. Bacterial Protein Extraction Reagent) 2 - teflonska kuglica

3 - cilindar @ @

. . v . I . . . 4 - pokretni klip
- analiza: izolacija i proCiS¢avanje proteina i dr. makromolekula —

5 - suspenzija stanica
odredivanje enzimske aktivnosti (kinetika) 6 - doniji cilindar
primjena inhibitora i analogona 7 - ekstrakt stanica

ﬂ:@:@= =

®

ekstrakt stanica




frakcioniranje stani¢nih sastojaka: ultracentrifugiranje

- primjena ultracentrifuga
- diferencijalno centrifugiranje

~ o -

male brzine npr.1,000 g / 10 min
srednje brzine 20,000 g/ 20 min
velike brzine 80,000 g/ 1 sat 1.7 g/mL CsCl
vrlo velike brzine 150,000 g / 3 sata manje molekule —
vece molekule
g relativna centrifugalna sila ili centrifugalni u¢inak 1.8 g/mL CsCl
- razdvajanje u gradijentu gustoce (saharoza, CsCl) LJ U U u UUU U U UU U U
A (AU)

animacija: Cell Fractionation (Sonication, Differential and Buoyant Density Centrifugation)
www.sumanasinc.com/webcontent/animations/microbiology.html

T [ 1R Y (ST (R
123456 78910111213

broj
dno ralait wrh
- razdvajanje na temelju gustoce plutanja kivete £elolls kivete
- mikroskopska, kemijska i/ili enzimska analiza razli€itih frakcija stanica
animacija: The Meselson-Stahl Experiment (CsCl gradient)
www.sumanasinc.com/webcontent/animations/biology.html 9



izdvajanje, proCiS¢avanje i analiza makromolekula: teku¢inska kromatografija (1)

absorbance (AU)

1.4

1.2 1

1.0 1

0.8 -

0.6 -

0.4 1

0.2 A

0.0 -

lonsko-izmjenjivacka (A)

gel-filtracija (B)
bio-specificna (afinitetna) kromatografija

(npr. epoksi-aktivirana sefaroza za izdvajanje i prociS¢avanje amilaza)

- kromatografija: razdjelna (tankoslojna, papirna)
kromatografija u koloni:
. - 0.4 4009
A - protein MonoQ -
=3
03 = 2 am
-
102 2 @ 20-
E S
o &
s £
£ I}
01—~ 2 100 A
: 0o
S
X,
7/ T T T DO D -
0 20 40 60 80

retention time (min)

eng. Fast Protein Liquid Chromatography (FPLC)

B - protein

Superdex 200 HR 10/30

time [min]
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izdvajanje, proCiS¢avanje i analiza makromolekula: tekucinska kromatografija (2)

- kromatografija: razdjelna (tankoslojna, papirna)
kromatografija u koloni: ionsko-izmjenjivacka (C)
gel-filtracija

bio-specificna (afinitetna) kromatografija

C - oligosaharidi (G2 — G7) i proteini
0.045 1 Supelcogel™ C-610H :gE 20 1.0
0,035 08 -~
5 05 5
< 06 £
0,025 - = £
@ 04 O
20015 < "8
02 o
0,005 -
0,0 ———————————— (0
-0,005 3 0 2 4 6 8 10 12 14 186
t (min)
0,015 -

eng. High Pressure Liquid Chromatography (HPLC)
11



izdvajanje, prociS¢avanje i analiza makromolekula: teku¢inska kromatografija (3)

glutation-S-transferaza (GST), 35 kDa
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izdvajanje, prociScavanje i analiza makromolekula: teku¢inska kromatografija (3a)

Biocatalysis and Biotransformation, May—June/Tuly—August 2005; 23(3/4): 261269 @ -Ir:dz:::ra;.:i:é:::.n

- N- i C-terminalni tag-ovi

Integrated approach for production of recombinant acetylacetone
dioxygenase from Acinetobacter johnsonii

GRIT D. STRAGANZ', ANITA SLAVICA?, HANNES HOFER', ULRIKE MANDL!,
WALTER STEINER!, & BERND NIDETZKY'?

 Instituze of Biotechnology and Biochemical Engineering, and 2Research Centre A pplied Biocatalysis, Graz University of
Technology, Petersgasse 12, A-8010 Graz, Ausiria

Table 1. Reverse oligonucleotide primers used for the construction of expression vectors used in this study.

Festriction sites

Expression construct Primer Feverse primer sequence
pTXBl-dkel” PDkBam “ATGGATCCTCAGGCAGGCAGCCTCATTTTITG-3 Ndel/BamHI
pKYB1-dkel PDkBam CATGGATCCTCAGGCAGGCAGCCTCATTTTITG-3 Ndel/BamHI

pEYB1-dkel _Intein PDkint
pEYB1-dkel _Strep PDkStrep

WnowWnownowWn

“GATACGGATCCTTATTTTTCGAACTGCGGGTGGCTCC
AAGCGCTGGCAGCCTCATTTTIGGTAGC-3

“GAGATAGCTCTTCCGCAGGCAGGCAGCCTCATTTTIGGTAGC-3

Ndel/Sapl
Ndel/Bam HI

13



izdvajanje, proCiS¢avanje i analiza makromolekula: teku¢inska kromatografija i MS (4)

- nanoLC, hplc-chip-ms_384 [hyperlink [>|] ]

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


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

izdvajanje, proCiS¢avanje i analiza aminokiselina: plinska kromatografija (5)

a

R COOH  izobutil kloroformat R\
derivatizacija \Cﬁ metanol / piridin__ C|:H CH
. aminokiselina RT /2 min NH O
_GCi2DGC NH, N7 CH,CH(CHY),
O
\ aminokiselina N-alkoksikarbonil ester /
500000 - P
450000 - =
GC analiza 400000 -
AT-1701 kolona (Alltech Heliflex) S =
(V=2uL, 1:6 split ratio) 350000 - 9 g S
/ 300000 | 2 2 e
> o o © -
= 250000 _| & 2 £
D = 5 o
200000 - | ) E
150000 - < o
I
100000 - =
—— (%]
50000 - & J% S
5 7 9 11 13 15 17

t (min)

19 15



Izdvajanje, proCiS¢avanje i analiza proteina: gel elektroforeza

- gel elektroforeza (SDS-PAGE, LDS-PAGE, native PAGE, IEF, 2D)
1 2 3 1 2 3 1 2 plcalibration kit
* 440

200

160

5.85
5.20

7

232 455 =
; : >
30.1 140
20.1 .
141
66 2
SDS-PAGE native-PAGE e “pH

LDS-PAGE 2D elektroforeza

animacija: Gel Electrophoresis (DNA)
Heat Changes Protein Structure
www.sumanasinc.com/webcontent/animations/biology.html

16



analiza proteina: UV/Vis spektrofotometrija

- UV/Vis spektrofotometrija

FAD-zavisna oksidaza D-aminokiselina

absorbance (AU)
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analiza proteina: specificne (ciljane) modifikacije (1) - to¢kasta mutacija

ionsko-izmjenjivacka kromatografija (FPLC) - Mono Q
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analiza proteina: specificne (ciljane) modifikacije (2)

toCkasta mutacija

0.20

2
-
[&1]

&

-

o
L

0.05

absorbance (AU)

0.00

300 350 400 450 500 550 600
wavelength (nm)

6000 -

4000 -

2000 447

(©)ure(deg cm? dmol ™)

-2000 -

-4000 -

200 220 240 260
wavelength (nm)

sulfhydryl per subunit (-)

sulfhydryl per subunit (-)

COOH

NHo

kemijske modifikacije

-SH + DTNB
wi
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aktivnost enzima: primjena mikrosenzora (O,) (1)




aktivnost enzima: primjena mikrosenzora (O,) (2)

oxygen (umoll™)

1200

1000

800

600

400

200

princip: smanjenje intenziteta fluorescencije

(eng. quenching) kisikom

Specifications

Measurement range

Limit of detection

Resolution

Accuracy

Oriftat 0% oxygen
Measurement temperature range
Response time T5* [ tg,)

Response time TR [ty,]

Gaseous &Dissolved Oxygen  Dissolved Oxygen

0-3%0; 0-11mglL

0-2B8hPa 0-34.5umal

0.002 % oxygen 1 ppb

+ 0.0009%0;at0.002%0; + 0.4 ppb at 10 ppb
+0001%0;at002%0; + 0.63 pphat 200 ppb

+ 0.010 hPaat0.23 hPa + 0.013 gmol at 0.31 gmol
+ 0.015hPaat 2.0 hPa + 0.020pmaol at 6.20 (mal

+ 1pphor + 5% of the respective concentration
whichever is higher
< 10 pph within 30 days [sampling interval of 1 min)
0-50°C
not available
<15 s(gas] < 30 s (liquid]

20 0

time (min)

200 400

s, (0,) (umol 1)

600 800 1000 1200

21



analiza proteina: kapilarna elektrokromatografija

- kapilarna elektrokromatografija
HPLC + CE (kapilarna elektroforeza),
elektrolit prolazi kroz kolonu (kapilaru) “tjeran” elektri€nim poljem,
detekcija: UV/Vis, fluorecencija, MS i dr.

V =25 kV
C —jakost (A)
t=20°C
p = 10-12 bar
25 mM ACN/Tris.HCI, pH 8
kapilara A
£ [mAU] 1 @
60 :
. — 4
detekcija (515 par) 50

) 40

30

20
10

Time [min]
elektrode



analiza proteina: fluorescentna spektrometrija

luminiscencija: molekule odredene tvari u pobudenom stanju emitiraju svjetlost odredene valne
duljine

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

(103-10° s1) uz emisiju fotona

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

S, i
|
1 .
imedukonverzija
1
! prijelaz izmedu
S, v — v dvaju sustava
apsorpclja fluorescencija T,
hv, | hvy hve hve
2 fosforescencija v
SO 1 A 4 A 4
0

Jabtonski dijagram
23



fluorescentna spektrometrija: GFP i nekovalentno obiljezavanje proteina

S
NH SO;

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

oksidaza 1 + ANS

oksidaza 2 + ANS
1000 -
GFP (eng. Green Fluorescent Protein) 3 oksidaza 3+ ANS

Aex =388 nm
Agm = 495-460 nm

- npr. Aequorea victoria, Renilla reniformis, itd. 200

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

- FRET (eng. Fluorescence Resonance Energy e

Transfer)
400

- neke primjene GFP-a: obiljezavanje stanica i

fluorescence intensity (AU)

organela, porijeklo stanica, marker kod fuzije, 2007

ekspresija gena, protein-protein medudjelovanje,

lokalizacija proteina,... 400 440 500 550 500

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

relative ion intensity (%)

bs bg

3 by a 4
b, Y2 ¥ y j ys
oL i [T AT TN I

57u

10 1 12 13 1% 15

b Z 3 3 5 6 7 E
b, "141 24313002 3712 0022 5833 €603 TI3A $334 10615 11325 12465 1436 16287 16767
7

LIEGAIMSA IICIQ/AN P W|FK

1709.8 1580.7 1523.7 1452.7 1321.6 1234.6 11635 1050.5 8905 762.4 6914 577.3 4803 2942 1471
15 14 13 12 " 10 9 8 i 6 5 4 3 2 1 y

—
57u

Cys108 is alkylated

[M+2H ys

ye y7| ba
by

bt Wl

bio

by,
%

Ya - b
1 Yio,
I ' L

400 600

1200 1400 1600

32u
| —

b 1 2 3 4 5 6 7 8 a 10 1 12 L FE

N*

by 1eses

1141 2431 3002 371.2 502.2 889.3 660.3 T734 9084 10365 11075 1221.5 13186 15047 16517

LEGAMSA I CQANPW FK

1555.7 1498.7 1427.7 1296.6 1209.6 1138.51025.5 8905 7624 6914 5773 4803 2942 1471
14 13 12 11 10 9

15 8 7 [ 5 4 3 2 1y

——

32u

Cys108 is oxidized to Cys-SO,H

loop Pro98-Pro112

Predvidena trodimenzionalna struktura TvDAO
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mehanizam inaktivacije: oksidacija (signalno cijepanje - fragmentacija) i agregacija TvDAO

. oxidation

FAD

J

.-sogH

fragmentation

cofactor
dissociation

° aggregation .

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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protoCna citometrija

- vrlo precizna metoda koja koristi principe apsorpcije svjetlosti, rasapa svjetlosti (eng. light
scattering), pobudivanja svjetlosS¢u (eng. light excitation) i emisije svjetlosti odredene valne duljine

- tijekom analize uzorka (Cestica, dijelova stanice ili cijelih stanica promjera 0.5-40 um) nastaje set
viSeparametarskih podataka koji su karakteristiCni za uzorak

5

S. cerevisiae Professor Chris J. Hewitt

uzorak Ashton University, UK
hidrodinamicko

fokusiranje

10°
L

10000 {55

1000

.

- 100
r optika 10
-»

izvor svjetlosti w _
p 1 10 100 1000 10000

specificna fluorescencija
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spektrometrija masa (eng. mass spectrometry, MS)

- prvi spektrometar masa
- prvi MS stru¢njak: Antoine Laurent de Lavoisier (1743-1794)

- MS analiza: prikupljanje, obrada i interpretacija spektara masa iona i njihovih \y (..
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 stru¢njaka: carinski sluzbenik

- “POVIJEST” | PRIPREMA UZORKA!(npr. denaturacija proteina, redukcija, alkilacija, tripsin, zaustavljanje reakcije)
- komponentne MS sustava:

——1
ulaz
uzorka
spremanje
ionizacija > analizator > detektor > iobrada 28
podataka




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

konusna
elektroda
igla ili kapilara  |SP"®!
ulaz otopine iz ——»
nanoLC sustava ili

pomocu pumpe s /

\ {4’ dalje u spektrometar masa do detektora

Spricom

“skimmer”

kapilara

el

/

el

vrh igle ili kapilare

kapljica otopine
HH ® .+, iSparavanje

molekula limit

.. +
: oS +.++ otapala ‘ﬁeksplozua T e,
@ e @ + > L i
& * .. A ++ oy +"‘. [0]8]
o Y. &
+—8

Rayleigh +

konusna elektroda

.
Coloumb *g*

¥ +

+ &
kapljica otopine s
viSestrukim
nabojem

—

T

izvor napona

pM+pe
l lonizacija
p M** + 2p e
fragmentacija
A
qM** rA* sB”

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

Software: ChemStation



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

eng. collision induced dissociation (CID)

X y z
— —»> —>

NH, — /= CO —=NH =R < CO £ NHL R — COOH

<—'I <—'I
; a b c
pojacivac signala

spektar masa

100 200 300 400

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

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

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

relative intensity (%)

100

50 1

49+
801.3

50+
785.3

47+
835.4

48+
818.0

46+
853.6

913.1 42+

44+
892.3

934.6

41+
957.4 40+
981.3

DAO decorrvoluted mass™

F1 392141+ 10
iz z
F2 836.0 47
854.2 46
a73.0 45
853.0 44
39+ 913.9 43
1008.5 9354 42
958.3 41

982.1 40 39246.3+ 10
F3 J746 15
831.5 14
895.6 13
970.2 12
1058.6 11

1163.8 10 11630.2 £ 10

i
I *armu

1050
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spektrometrija masa (MS): analiza mioglobina (nanoLC/ESI/MS, MaxRes)

ThTens. _
ERl:

150 -

125 -

100 -

050 -

025 -

0 oo -

=4]

peptid 2
slijeda.k. VEADIAGHGQEVLIR
masa (m)  1605.8
naboj (z) +2
m/z 803.9
Izotopi (grc. isos- isti, topos- mjesto)
su atomi istog kemijskog elementa koji
imaju isti broj protona i elektrona, a
razliit broj neutrona, zbog ¢ega imaju
ista kemijska svojstva, ali razliciti
atomski broj.

+M M oaxkRe s, 33.3mIn 89075
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spektrometrija masa (MS): odredivanje primarne strukture mioglobina (nanoLC/ESI/MS/MS)

Intens.
x105

231 4
VEA: D

1.0 — .
0.8 - :
0.6 - :
b;
Tt 3004
Y
288.2
0.2 - o

200

400

56789

AGHGQ

B,
1656.3

. %6

| 599.2;
bs
528.2 |

600

- b

' 850.6

bg !
793.4

YG: i
757.4 i

800

10 111YP12 13

1079 7

blO

978 t!E

!1+
1008.7

i

i

Ys ;
1+ |
951.6;

[EN

1000

VAN L

1200

143

15

+MS2(804.3), 33.4-33.9min (#909-#924)

T T
1800 2000
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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 & 55
observed match is arandom E 30
event. Individual ions scores =
> 40 indicate identity or ; 23
extensive homology (p<0.05). £ 20
=
15
10
a
0 ] ] ] ] ] H ] F ] ] | I-'l_-l 1
ai 100 150 200

Probability Bazed Mowse Score
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spektrometrija masa: on-line interpretacija i vrednovanje rezultata

Search title : Marios Project folderibsalMSMS T2\N1

Database : NCBInr 20140312 (37725837 sequences; 13391628756 residues)
Taxonomy : Firmicutes (gram-positive bacteria) (5487348 sequences)

Timestamp + 10 Jul 2017 at 18:11:03 GMT
Warning : A Peptide summary report will usually give a much clearer picture of MS/MS search results.
Top Score : B4 for gi|511434551, hypothetical protein Lpp126_18752, partial [Lactobacillus paracasei subsp. paracasei Lpp126]

Mascot Score Histogram

Protein score is -10°Log(P), where P is the probability that the cbserved match is & random event.

Protein scores greater than 80 are significant (p<0.05).

Protein scores are derived from ions scores as a non-probabilistic basis for ranking protein hits.

Number of Hits

Index

Accession

1 gi|5114345
2| pi| 4877273

2
3

Results List

1. gi]51143455]

Mass

3381
3258

Mass: 3381

Score

Frotein Score

Descri
ption

24 hypothetical protein Lpp125_18752, partial [Lactobacilus paracasei subsp. paracasei Lpp1.2§]
72 branched-chain amine acid ABC transporter, amino acid-binding protein, partial [Streptococcus pneumeniae]

Score:

B4 Expect 0.024 Matches: BO

hypothetical protein Lpp126_18752, partial [Lactobacilus paracazei subsp. paracasei Lpp126]

Observed

1006.4501
1011.6142
1023.4194
1027.5428
10445250
10455370

Mr{expt)

1005.4428
1010.506%
10224121
1026.5353
1043.5177
1044.5287

Mr(calc)

1005.3652
1010.4520
1022.4548
1026.4892
1043.4722
1044.4563

Delta

0.0738
0.1148
-0.0427
0.0681
0.0455
0.0735

Start

17
18

5
12
21
21

End

24
26
16
20
28
29

Miss

(==~ R = I = =]

lons

Peptide

L.NESFQKTA.T + 2 Deamidated (NQ); Phospho (5T)
N.ESFOKTATV.S + Deamidated (NQ)

KW FIMTGL.N + Phospho ()

F.IMTGLNESF.Q + Oxidation (M)

F.QKTATYSWVM.- + Phospho (ST)

F.QKTATVEVM.- + Deamidated (MQ); Phospho (ST)
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in silico analiza i interpretacija MS spektara

peptide sequencing (Sherenga, Spectrum Millv2.7)
User: Anita

Email: Slavica@biote.tu-graz.ac.at
R R N O A PN S N P B R O B =
R R A i
B.75e43 big b i 18
B Graw
bI4 Shrink
e Y 1o ’ ,
. v, 5ol by . b 12|J11 i
ot Ib“ N .|If.,‘.FPl|1H?| i VPY]F‘I"M - : o |
400 &0 00 1000 1200 1400 1800 1400
Mazs [miz) Allfby |
(6]
Fy Mo [oweo [ pieo [ a [ ews [ ymie [P [ yeoren [ 59 [ pe [ wa [ b0 J
His 62
|50 B3]LVGEDVHNIm TEE2 24, oo | Highight [one <] #b [ reo [ rbws [ ks ek jj //o
His 104
VigwFeed @ Copyright 1997-2002 Millenadura Pharraceutivals, ne. /O =\
His 64 A
N .
peptide 7 (analysis via Spectrum Mill)
GGEQEGGSTAYAPSYGFESSGALH,,,GK
SP Spectrum Protein . Accession .
core (%) Intensity Sequence o Species # Protein Mame pentanoic acid
§72 939 1.36e+007 (R) GGE@EGGSTAYAPSYGFESSGA@KW) 4.96 Eﬂg:;ﬂﬁamr 24078520  diketone-cleaving enzyme Dike'
preferential ionization of His residues
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in silico analiza: de novo sequencing

peptide de novo sequencing (Sherenga, Spectrum Millv2.7)

User: Anita
Email: Slavica@biote.tu-graz.ac.at
’ Filename F";:f"' frveurmor Detected
Feaks
TPITI03F3 0384 0384 0. 20 3051.740°. 1526370 25
2 PITI03EA 00000400 ¥ Q33530 48T 270 25
3 VI03F3001000390° 2 845170 423080 25
4 111103F3.0014.0019.0 2 1021540 511210 22
S 1T03F3 0030003002 2067250 1020130 25
B HI1103F300500054 1002 0 1020070 U511 040 23
I HMH03F3 008500850 2 2036040 1048530 16
8 103F3 0100010001 1 2902210 202210 14
SOPTTI0AFE3 0060060 2 3000870 1500940 i
10 111103F30134 01560 2 2093980 1497500 25
11 HTHI03F30810191.0 2 2134380 1087690 25
1203302021202 343 aT0 72511490 24
13 1VITI03F3 0215021502 1898640 949830 13
14 1VI1I03F30221 02210 2 2521750 1261380 20
15 VM MO03F3 028502550 2 1562680 781840 %
16 IH03AE3 026102600 2 1088120 545060 i
17 111103F3028802880 2 3149000 1575000 17
18 T1103F30297.0297.0 2 2754540 1377780 14
12 T T03F3 03050305020 3143460 1572230 23
20 111103F3030803080 2 1335530 668270 15
21 111103F3 0342034202 2126330 1063670 18

M3 Precursor
EIC
Intensity

1.30a+004
2 91e+006
2 16e+006
§.382+005
4 B8a+004
3 T1a+005
1. 21e+004
T 92a+003
B.B6e+003
7 80e+003
9.17¢+003
1.42e+004
9 THa+003
1.50=+004
1.732+004
1.2Te+004
1.02a+004
1. 14e+004
1 05e+004
2 15e+00d
1.130+004

Max Tag
Length

o IR 56 EE N ] T EER O MR U SRR DR P (R N R RN IR - TR S TR N RN TN R - SR R TR (6 R o S

Longest
Sequence

GIn158 — Cys159 (opposite direction)

Cys145 - lle146

disulfide bond
Asn192 — Cys193
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in silico analiza: multiple sequence alignment

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

Trigonopsi 1 ———MAERV\ERENEN A GBVNHOINLR-KGHEVT ISEFTPG LSIGYTSPWAGMNWLTFEDG
Fusarium_s 1 ——MSNTEV\AYENENAHERMIESVNELIESKNKGNKI TV KHMPG YDVEYAEIPFAGENHSPMATE
Rhodospori 1 MHSQK VLGEGVIGLSSALILARKGYSVHILARDLPEDVSSQTFASPWAG‘NWTPFMTL
Mus_muscul 1 - yagereyvarescuvNECINHERY HPTQP - IBHMKESY AIRF T PEF TRS DVAIAGLWQ PN L S
Rattus_nor 1 ————MRVAVIGAGVIGLSTALCIHERYHPAQP—LHMKIYADRFTPFTTSDVA;GLWQPYLS
Sus_scrofa 1 —-——-M:\y VIGAGVIGLSTALCIHERYHSVLQPLDVK‘YADRFTPFTTTDVA‘GLWQPYTS
homo sapie 1 -———- aRerevaren i NNICINHERYHSVLOPIMDIK\WYYAPRFTPLTINT DVAIAGLWQPNL S
Oryctolagu 1 -———- e eypieam v N CISHE LYHSALOPIEDMTIY ADREFTPLTNTDVANGLWOPML S
Caenorhabd 1 ——MANIIPKI‘IIGEGVIGCTSALQISKAIPNAKITVLHDKPFKKSCEAGPAGLFRIDYEE

Trigonopsi RDLPKLEVAMSAICQRN FKNTMDSFEI!EDR——SRIVHDDVAYLVEFRSV

Fusarium_s TEKAQRSGFPDALF|ISKE|SWIFSNMFEDIENEQHPS - —-EVIIPGYDSG— - CEF Ay
Rhodospori WLKGTRREAQNEDGLLGHWpN T TPNMAPIEPSS--ECPPGAIGVT———YDpul
Mus muscul GLALISGYNIEER EVPDPFWKNAVLGFRKLTPS—EMDHFPDYG—YGWFNTSL
Rattus nor GLALISGYNSFROEVPDIEFNS TILCIFFKINTPS -ELDNEFPDY S — Y GWE Nkl
Sus_ scrofa GLTPVSGYNIEFR AVPDPYWKDMVLGFRKLTPR—ELD*FPDYR—YGWFNTSL
homo_ sapie GLFLISGYNIEFH AIPDPSWKDTVLGFRKLTPR—ELD*FPDYG—YGWFHTSL
Oryctolagu GLALISGYNIEFR AVPDPSWKDTVLGFRKLTLR—ELD*FPGYS—YGWFNTSL
Caenorhabd VSGHIQSDNJEESIIK| ”GDIVYNFRFLDDRERLDEFPEPSKHCIHYTA| SEGNKMYP)
Trigonopsi G LGGVEDKKHY RNSLPFMASFEISTPEKENEDEALY@MTREDG-TS
Fusarium_s €MGS Y KMGGVEDKTM RNESSPML!TSGVE——DGGADVMYLMQRAAGGGT

Rhodospori
Mus muscul
Rattus_nor
Sus_scrofa
homo_sapie

HFIL/'HDPSLGIYNSPYIMP GSKT
NEFIIpsHDLERGIYNSIPY TP - - -GLQA|

CTINDE|SDP ASIPAYMIPRPGG-E|
HEMLsHDPSLGIYNSPY IMP - - -GSKT,
HEWMLsHDPERGIYNEIPY IWMP---GTQT,

Oryctolagu HEMTIHDPESGIYKEPY TP - --GVHA
Caenorhabd HENYRD FyTETHP---KEHS
Trigonopsi 291 --PLDIVEECYGHRPGREGGPRIELEKIPG

Fusarium s 292 VKGL&VIR AVGMRPWRKDGVRHEEEKLDD ——————————————————————
Rhodospori 272 IEGIEVLERHNYVGLRPARRGGPRUEAERIVLPLDRTKSPLSLGRGSARAAKEKEV TS
Mus_muscul 275 MGELIGFIRPVR - -PQVIRILEREWIERFGSS—————————-———————————————
Rattus_nor 275 NMGELGFIPVR - -PQVRILERERIFRFGSS——-—-—-—-—-——-—-———-———-—-——————
Sus_scrofa 276 MGEYWGFIPVR - -POQVRILEREQIFRFGSS——-———-—-———-—-———-———-—-———-———
homo_sapie 276 IGERINGFIPVR - -POIRLEREQIFRTGPS——-—-————-—-——-—-———-—-————————
Oryctolagu 276 GEWIGFIPVR - -POIRLGREQISAGPS— - - ——-————-—-——————-—-——————
Caenorhabd 272 KEWESALNPGR- -KHVRIEAQKRTSVGNSK-———————-——-————————————

GKLADYDAVSMPILRELARSSPEAGIRLISQRS--HVLK
E-SSEWERRT|YEFKRLVEEVPEAGVHFQKSRIQRRNVD
TDGPRQAKWEESTFKKWVELVPTG
DPSN-POEAE[NSQOOTFDYLLSCLHSPNAEK--—-—--———
DPSN-POEAENNQOTFDHLOSCLHSPNAEK--—---—-—-—
EPSN-POQEANUNOQQTFNYLLSHIGSPNAAN
DPNN-POQEAD|ISQOTFDYLLSHVHSPNAEN
DPSN-PQEADISROTFNHLLSHIHSPSAEK-----—-——
NTEYGRASFA|FSHLYRTTK---GSETGVK---—-—-—-—— E

ATVVKERVNHIKDANLLHSSGSRPDVI
IVKRATINDIS|#AKKLSHAGKT PN

LDAVADAG
LSRALDRFEE@TKDG-
ORIVENRFEMANGEG

LKHCLRIEDIJTIS SDGT
WKSCCQIEEISTINKN
WEGCCRIEEISTIRKD

KNLIELEQK

IpNEECI3o PNNSSEPDPSLTHR
ILbGTYDVGNWESQPDPNIAN
ICEETHMGEPRDLSVNPETVQ
ThFele TjiofeNNS GLNS VRDHNT]
TI@E Vs eNNSE LN SVHDHINT
THEEE T)oAENNNE TNN I QDHINT]
THEEl€E Tiors @S EE L NN I Q DHINT]
Hee TIgeNENSEGNS T DDHINT

EGCCRIEE)ZTI®KN

ANEFGHIINEEKKLSRLPPSHL
ANEFGMIINEEKNLSRMPPSHL

VAKIEFGMVISEEERNLLTMPPSHL

AKIBFG
AKINFGIMIIMEEKKS SRMPPSHL
TKIEVKTAEGL

IIMEEKKLSRMPPSHL

94
97
88
86
86
87
87
87
87

192
193
177
179
179
180
180
180
182

290
291
271
274
274
275
275
275
271

356
361
368
346
346
347
347
347
334

Pam250, ClustalW
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in silico analiza: multiple sequence alignment

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

_I: WP _009558795(0.0)
CCKB4695(0.0)

—— EFK30548(0.0)

_|: WP_O03641774(0.0°%

CCCT7722(0.0)
L WP_D03637419(0,00957)
CCRE3111(0.01513)
— EGD27631(0.0)
WP _003615930(0.0)

_|: WP_D03620303(0.0°%

EHESZ303(0.0)

— WP _008459785(0.0)
CCKE4842(0.0)

(alignment settings: Clustalw?2,
slow alignment, gap open 10, gap
extension 0.20, gap distance 5,

no end gaps, clustering NJ)

Consensus

MaA DTQIDLE QMIYSIFVRENYS EGNFEGWVRRDLDRIKDLGTDIIWLLFIQFPSG NREGSLGSPYAISDYRATNFEYGTLDDFERLCDDTIHAKGMEVIIDCVYNHTSPDSVLAKE

WP _O05459785
CCkB4542
WP _O09558795
CCkB4695
EGD27631
WP _003615930
WP _003620308
EHES9303
WP_OO3641774
CCCyiv22
EFK30545
WP_O03637419
cCBa311

Consensus

118

MALDTNIDLEHOVIYS IFVENYSKEGNFEGVRRDLDRIKALGTDIIWLLE IQPSGUVEKNREGS LGP YALISDYRAINPEFGDIDDFERLCDD IHAKGHNEV IIDCVYNHTSPDSVLARE
MALDTNIDLEHOVIYS IFVENYSKEGNFEGVRRDLDRIKALGTDIIWLLE IQPSGUVEKNREGS LGP YALISDYRAINPEFGDIDDFERLCDD IHAKGHNEV IIDCVYNHTSPDSVLARE
MALD TNIDLRHOVIYS IFVRNYSKEGNFEGYRRDLDRIKALGTDIIVLLE IQPSGVENREGS LGSPYATSDYRATNFEFGDIDDFERLCDD THAKGMEV I IDCYVYNHTSPDSVL ARE
MALDTNIDLEHOVIYS IFVRNYSKEGNFEGVRRDLDRIKALGTDITWLLE IQPSGUVENREGSLGSPYAISDYRATNFEFGDIDDFERLCDD THAKGHMEV I IDCVYNHTSPDSVL ARE
MASDTRIDLEKOMIYS ILVENYSPEGNFEGVRRDLDRIKDLGTDIIWLLE IQPSGREKREGS LGEPYALISDYRAINPEYGTMEDFERLCDDVHAKGHMEILIIDCVYNHTSPDSVLAKE
MASD TEIDLREOMIYS ILVRNYSPEGNFEGYRRDLDRIKDLGTDIIWLLE IQPSGEEKREGS LGSPYATSDYRATNFEYGTMEDFERLCDDVHAKGMEI I IDCYVYNHTSPDSVL AKE
MASD TEIDLREOMIYS IFVRNYSPEGNFEGYVREDLDRIKDLGTD IIWLLE IQPSGEEKREGS LGSHYATSDYRATNFEYGTMEDFERLC DDV Y AKGMEI I IDCYVYNHTSPDSVL AKE
MASDTRIDLEKOMIYS IFVENYSPEGNFEGVREDLDRIKDLGTDIIWLLE IQPSGREKREGS LGSHYAISDYRAINPEYGTMEDFERLC DDV Y AKGMEILIDCVYNHTSPDSVLAKE
MARD TOTQLENEMIYSVFVRNYSEAGNF AGV TADLORIEKDLGTDILWLLE INP IGEVNREGTLGSP YAIKDYRGINPEYGTLADFEALTDRAHELGMEVHLD IVYNHTSPDSVLATE
MARD TOQTQLRNEMIYSVFVRNYSEAGNF AGVTADLOQRIEKDLGTDILWLLEINF IGEVNREGTLGSPYATKDYRGINFEYGTLADFEAL TDRAHELGMEVHLD IVYNHTSPDSVLATE
MARD TQTQLENEMIYSVFVRNYSEAGNF AGV TADLQRIEKDLGTDILWLLE INP IGEVNREGTLGSP YAIKDYRGINPEYGTLADFEALTDRAHELGMEVHLD IV YNHTSPDSVLATE
MARD TOTQLENEMIYSVFVRNYSEAGNF AGV TADLORIEKDLGTDILWLLE INP IGEVNREGS LGSPYAIKDYRKINPEYGTLDDFEAL TTKAHELGHRVHMD IV YNHTSPDSVLATE
MARD TOQTQLRENEMIYSVFVRNYSEAGNF AGVTADLRRIEKDLGTDILULLE INF IGEVHNREGS LGSPYATKDYREKTNFEYGTLDDFEAL TTEAHELGMRVMMD IV YNHTSPDSVLATE

HPDWFYHEADG FGNEVGDWSDVIDLDYSH ELW ¥QIETLLMWAEYVDGFRCDVAPMWVPVDFYW ARE VAKVRPGAIWLAESGGPGFIRFLRSKG VGGSDSELYQAFDMTYDYD

WP _003459785
CCKE4542
WP _009558795
CCKBAEDS
EGD27E31
WP _003615930
WP _003620308
EHES3303
WP_003641774
CCoyira2
EFK30548
WP _003637419
ccBa3

Consensus

118
118
118
118
118
118
118
118
118
118
118
118
118

235

HPDWF YHEANGDF GNEVGDWSDVIDLD ¥SHQELWD¥QIETLCHWAEY VD GF RC DV AP NV PV AF IQEAREAVARVRPGAINL AESGDPGF IRFLRTEGAVGGSDSELYSAFDMTYD YD
HPDWF YHEANGDF GHNEVGDWSDWIDLD YSHOELWD YOIETLCHWAK YWD GF RC DV AP MV PV AR NOKARE AV ARKVRPGATIL AESGDFPGF IRFLRTRGAVGGSDSELYSAFDMTYD YD
HPDWF YHEANGDF GNEVGDWSDWIDLDYSHOELWDYQIETLCHWAKYVDGF RC DV AP MV PV AF HOKARE AV AKVREPGAITLAESGDPGF IRFLRAKGAVGGSDAELYSAFDHTYD YD
HPDWF YHEANGDF GNEVGD WS DYV IDLD Y SHOQELWDYQIETLCHWAKYVDGF RC DV AP MV PV AF O AREAVAKVRPGAIVLAESGDPGF IRFLRAKGAVGGSDAELYSAFDMTYD YD
HPDWF YHEKDGSF GNEVGD WS DV IDLD Y SHEKD L WK Y QAE TLVHW AR Y VDGF RC DV APV PV DF WK Y AREEVAKVRPGAIVLAESGAPDF IRFLRSKGAVGGSDSELYQAFDMTYD YD
HPDWF YHEKDGSF GNEVGDWSDWIDLD Y SHKDLWKYQAE TLYVHY AR YWD GF RC DV AP MY PV DF WK Y AREEVAKVRPGATWL ARSGAPDF IRFLREKGAVGGSDSEL YQAFDMTYD YD
HPDWF YHEKDGSF GHNEVGDWSDWIDLD ¥SHKDLWKYQAE TLVHI AR Y VD GF RC DV AP MV LVDF CKY AREEVARVRPGATUL AESGAPDF IRF LRSKGVVGGSDSEL VQAFDMTYD YD
HPDWF YHEKDGSF GNEVGDWSDW IDLD YSHKDLWKYQAE TLVHIAKY VD GF RC DV AP MV LVDF CKY AREEVARKVRPGATTL AESGAPDF IRF LRSKGVVGGSDSELYQAFDMTYD YD
HPEWF YHDADGOL THNEVGDWSDVED LD ¥GHHELWOYQID TLLYWSQF VDG YRCDVAPLYWFLDFULE ARKOWVNAKYPETLUL AES AGSGF IEELRSOQGY TGLSDSEL YQAFDMTYD YD
HPEWF YHDADGOQLTNEVGDWSDVED LD YGHHELWOY¥QID TLLY WS QF VDG YRCDVAPLYPLDF W LE ARKCOVNAKYPETLWLAES AGSGF IEELRSOGYTGLSDSELYQAFDMTYD ¥D
HPEWF YHDADGQL TNEVGDWSDVEDLD YGHEHELWOY¥QID TLLY WS QF VDG YRC DV AP LYPLDF W LE ARKOVNAKYPETLWLAES AGSGF IEELRSOGYTGLSDSELYQAFDMTYD ¥D
HPEWF YHDAEGQL TNEVGDWSDVWKDLD¥GHEDLWO¥QID TLLYWROF VDG YRCD VAP LYWPLDFNLE ARKQVIN AKYPGTLL AES AGSGF IQELREQGY TGLSDSEL YQAFDMTYD YD
HPEWF YHD AEGQL TNEVGD WSDVEDLD ¥GHEDLWQ¥QID TLLYWROQFVDGYRCDVAPLYPLDFULE ARQOVNAKYPGTLULAES AGSGF IQELREQGYTGLSDSEL YQAFDMTYD YD

IYADLER AL GOQKEDV DYVAGLNRQEGYYPENYVEAHFLENHDVLEAHGHMIDD AALRAMTAFITFMKGA LIYNGEEKGDAHHVTLFDHEDPVDW GDIDLTPLIQKMHEIHQLPIMA!

WP _008459785
CCKE4842
WP_D09558795
CCKBAEDS
EGD27531
WE_D036155930
WP 003620308
EHES2303
WWR_D03641774
CCCyFFz2
EF 30545
WWR_003637419
CCBE3111

Consensus

326

ITADLRGALTGOKDYRDY IAGLNRQEGYYPENYVEAHNF LENHDLLRAHGM IDDES ALR AN TAFVYFMKGATL INNGEEKGD AHHV TLFDEDPVDWSGDIDLTPLMOKMHE TEQLP TMA!
IYADLRGALTGOKDYRDY IAGLNROEGVYPENYWRKAHF LENHDLLEAHGH IDDES ALRAMTAFVYFMKGATL IYNGEERGD AHHV TLFDKDPVDUSGD IDL TP LMOKMHE TKQLP THA]
I¥ADLRSALTGOKEDYRDY IAGLNROEGY YPENYVEAHRFLENHDVLRAHGH IDDESALRAMTAFVYFMEGATL I¥NGEEKGD AHHV TLFDEDPYD WS GD IDL TP LMOEMHE TKQLP THA,
IYADLRSALTGOKDYRDY IAGLNRQEGYYPENVWELHF LENHDVLEAHGM IDDES AL RAMTAFV ¥ FMKGATL I¥NGEEEGD LHEV TLFDEDPYVD NS GDIDL TP LMOKEMHE THQLP TMA]
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in silico analiza: 3D model proteina

http://swissmodel.expasy.orqg

[ hyperlink

>
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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

in silico modeli

- set primarnih informacija koji se odnosi na odredeni (mikro)organizam
- baza podataka nacinjena od biokemijskih, genetickih i drugih podataka Ciji se meduodnos moze

opisati matematickim jednadzbama

Step 1. Database: Gen- Transcript- Prote- Metabol- Flux- Bibli-

plurality of ‘omics l l l i l i

Step 2. Knowledge base:
one set of reactions

Reconstruction of biochemical reaction network

encoded by a genome i
Step 3. In silico modeling:
P query tools g Topology Constraints Dynamics Sensitivity Noise
Gap-filling l Modularization
Step 4. Validation, discovery
and use Discovery of Understanding of Designing
missing parts biological processes biology
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in silico modeli: razvoj metabolickog modela E. coli

2,250 ']
—$
$‘ rekonstrukcija odjeljaka stanice (periplazma) I"‘*-!‘
* metabolizam staniéne stijenka (fosfolipidi, murein, LPS) e
1,250 * termodinamika reakcija ) &
-
*  drugi putevi koridtenja ugljika s -
* karakterizacija kinona s /.
:c=t$‘ 1,000 9 = bilanca razli¢itih elemenata i naboja , - - o realfcije
8 + metabolizam masnih kiselina -~ ~ A geni .
X 7504 * transport u i iz stanice - prosirena verzija ~ [ metaboliti
o) « dio genoma P -
>
2 _ o
=) 500 o * biosinteza sastojaka stani¢ne stijenke P —
S * biosinteza kofaktora P .
+ funkcije biomase vezane uz rast stanica -
—_—— = = f
250 4+ sinteza - —_ =
aminokiselina - =
i nukleotida = genomicka era
0 T [ | I I I [ | I [ |
| | | | | | | | 1
Majewski & Varma & Pramanik & Edwards & . .
Domach Palsson Keasling Palsson Reed et al Feist et al. razvo)
1 1 1 | 1 [ | 1 | |
| | | | | | | | | | | | | | | | | | | |
1990 1982 1994 1996 1998 2000 2002 2004 2006 2008
godina
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in silico model stanice patogena Mycoplasma genitalium

Start

16 Cell variables Mathematical models 28 Cell processes
Z Chromosome CRepl:cat:qn
= Probabilistic binding e
< Transcript 'upgrco_lll.n_g :
= . Replication initiation =
= RNA . iRl g Transcriptional regulation 8
Markov model / i
Polypeptide probabilistic binding Jranacaption 3.
: (* R Segregation
Protein monomer Terminal organelle
- Boolean Protei v
S Complex rotenr) acluva}uon
5 4 3 § Host interaction N 5
a RNA pol f ) § Aminoacylation ) .
; : Complexation
R m : %
ibosome s Mass action _— Protein folding
FtsZ ring 8 D, (... Ribosome assembly. ) division?
[ B "~
2 Protein modification
g Metabolic reaction Protein translocation 4 .
Protein processing | and Il
5 Metabolite b ANA modification No
= Stochastic Poisson
rocass RNA decay
Geometry P Protein decay
DNA damage
il Hosl DNA repair 5.
o Mass RNA processing
o stimulus F o= 2 __ FisZpoymenzation
Tire Constraint-based models ) Metabolism
T J ; Geometric analysis ’) [ Cytokinesis 7

Repeat

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

ordinary differential equation, ODE.

Odabrano 28 kljucnih
procesa u stanici;

za svaki od 28
odabranih procesa u
stanici formiran
matematicki model;
simulacija
funkcioniranja stanice
ogranic¢ena na korake u
trajanjuodt=1s;

—» Cell —» Yes —» Finish

na kraju svakog koraka
dobiju se vrijednosti za
16 varijabli;

simulacija
zavrSava/zapocinje
diobom stanice.
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primjena kemostata u istraZivanjima fiziologije mikroorganizama

- istrazivanja uz koriStenje kultura uzgojenih Sarznim 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.

- kemostat
ulaz zraka  motor _ - konstantan volumen odrzava se preljevnom cijevi
—_— N 1Zlaz zraka . . ,

—- o el ik - supstrat ulazi u bioreaktor i trosi se za rast stanica
ulaz | | — r—; E—_ g 2 pa je konc. supstrata u izlaznom toku manja od ulazne
podloge P :p_odloge - stanice u reaktoru rastu brzinom () koja je odredena

NUMPE ety — D . . ) )
Zllics : l;{ o dotokom svjeze podloge (D), a istom se brzinom i
il |k, pumpa
razrjeduju, pa je konc. stanica u reaktoru konstantna
- uzgoj stanica u (ne)kontroliranim (ustaljeno stanje) i ponovljivim uvjetima
D=u - stanice kemostat kulture natjeCu se za limitirajuci supstrat

- problemi vezani za uspostavljanje ustaljenog stanja:
neidealno mijeSanje (koncentracijski gradijenti)
rast biomase na stijenkama
koncentriranje stanica u pjeni

vrijleme obrade uzorka prije analize 45



primjena kemostata u istraZivanjima fiziologije mikroorganizama

- istrazivanje odziva staniCnog metabolizma na promjene u okolini stanice, stupnjevite i pulsne

limitacija supstratom

7

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

T

alarmon mutacija

J J

—

(brza) promjena i prilagodba na novonastale uvjete

b 0 0

0
i

i —

evolucija
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primjena kemostata ko@traiivanja fiziologije mikroorganizama (1)

- uzorkovanje (A) i analiza (B) supstrata i vanstani¢nih proizvoda (B1), unutarstani¢nih meduspojeva (B2) i

energetskih spojeva ATP/ADP/AMP/Pi (B3) nakon pulsa glukoze u vremenut=0-120s
S. cerevisiae: dinamika glikolize

Al |

R

Nsiampling ‘

intracellular

extracellular

metabolites compounds
( quenching | o quenchlng
-20°C quench\ng coo[mg)
extraction | | tracti rapid
HcLo/ KOH exracion ﬂitrat\on

preparatlon of

d

crude extract \ '

RS :[__
! analysis
HPLC+enzymatic
A

A2 i

Glucose pulse (CSTR)

time window: seconds
Quenching at -20 °C
=

gt 'i-"”. S
~3
30<N<50 (=180 sec
l
(vakumirane ohladene

epruvete koje sadrze
odgovarajuéu smjesu)

-

stopped-flow metod a

(enzimska kinetika)
Glucose pulse

Steam time window: milliseconds

Quenching at -196 °C

i

T~

komora
za

mijeSanje

Bl

B2
J’\ pulse

B3
(_ pulse

6
B I'le %’ & ° L] ® ATP™ (mmol ")
5 ... 4 1 o ..GSP(mmoll ) Y
4 *® gee i 2
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B1S : “ o}
27 -1 17 (] ®
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. frmemel ) 1w e g gl ol ©
— ®e o
0 0\ a4
1 ® A
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0.10 7 )o 3 Qo0 g o 0|06 ¢ )
B1P, Ny : ol
0.05 . : P e
4 [ N ] 11 i 0.2 e ®
F1,6P (mmol I")
—4 0.0
- 0.16
; . ° o o> ® o® 1.2 “
047 - 0.12 B
B1P | * ® AP (mmol ") oo AMP™ (mmol )
2 03 «°* 0087 |® ) °
i —e 0.6
02 | ® °
ot o e 0.04 7 0.3 4
Acetate (mmol I'') —9
3 06 20
8 9 18 1 ® gos ;- 1
Ethanol (mmol I™) 05 ] PO, (mmol I')
27 ® | 047 16
° i 14
B1P, e | s K
. - 3
: . -
° 02 PEP (mmol ") |10 1
28 0.1 o, g1 @ % ®
0 A‘A'llll'l .I. T T 00 Y . Y |1.-l‘ 6 L A ; “.’ILI““ll Alll Al
20 0 20_40 60_80 100 120 20 o

- =
(\ time t (sec) ,\

20_ 40 -6Q 80 100 120 -20 0 20 -40-60..80 100 120

(\ time ¢ (sec) _ S
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primjena kemostata k@traiivanja fiziologije mikroorganizama (2)

- analiza (B) supstrata i vanstani¢nih proizvoda (B1), unutarstani¢nih meduspojeva (B2) i energetskih spojeva

ATP/ADP/AMP/Pi (B3) nakon pulsa glukoze u vremenut=0-120s S. cerevisiae: dinamika glikolize

' B1 B2 B3
Metabolic Control Analysis (MCA) B [Lpase {pue

6 5 oyt -1
4 ® L4 2 ATPY (mmol I
5 i’ lc...’ 4] |@ oS8P (mmoll) ueg ;
4 et " IR . J
- kontinuirani uzgoj, puls glukoze il 21 AT 1
B1S f Glucose (mmol I™) N e E6P (mmol & Ul ® .
(npr. S =20 mg L%, puls glukoze S=1gL%) o= 0_3 ®oe o gindc
0.8
-1 ' ® oyt 1
. Glycero| (mmol | ). . .. ... sl e 06 ADP™ (mmol )
- promjene u koncentraciji spojeva (t — s) zbog BlPl e B 04T Te qieme @
0.05 7 [] ()
. . LR i E (XY °
regulacije metabolizma » : F1.6P (mmol 1) |
. . . 0.16 00
(promjene konc. proteina zanemarive) 057 .%o o ® 0@ e
4 i i 0.12 1 @D -1
B1P 0.4 6 & bl s % AMP* (mmol I")
203 o®® 0.08 _“' - ®
027 | ® i :
017 ‘ i 0.047 o3 s ®
Acetate (mmol I'') [~—®
3 06 20
Ethanol (mmol I os TP 157 ® PO,™ (mmol I")
27 ® | o4t o
B1P, P el i e
H ° il PEP (mmol 1) |10 ]
2" 0.1 oy ' e s Ps (]
0 ALl AAA A4ad Al daas 00 .' - 8. . F Y ‘11-'1 6 il n ; ‘)‘ILIAA A'l n'- "

20 0 20_40 60 80 100120 20 0 20_.40-60._80 100 120 20 O 20 40-60. 80 100 120
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e 5 4
\__timet(sec) _.' ‘. _timet(sec) -’
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primjena kemostata ko@traiivanja fiziologije mikroorganizama (3)

- analiza (B) supstrata i vanstani¢nih proizvoda (B1), unutarstani¢nih meduspojeva (B2) i energetskih spojeva
ATP/ADP/AMP/Pi (B3) nakon pulsa glukoze u vremenut=0-120s

’l, Bl \\
Metabolic Control Analysis (MCA) B

2 B3
J’\ pulse ( pulse

| \
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! |
! 1
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! 6 ' 5 3 o T
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primjena kemostata kmtraiivanja fiziologije mikroorganizama (4)

- analiza (B) supstrata i vanstani¢nih proizvoda (B1), unutarstani¢nih meduspojeva (B2) i energetskih spojeva

ATP/ADP/AMP/Pi (B3) nakon pulsa glukoze u Vrem?m-tf-g-'--l-gp-?----S.—eerev'rsiae:—diﬂamik&gm fize

j . B1 B2 . B3
. . | e pulse N ulse
Metabolic Control Analysis (MCA) "B . {1 ! !
! l b %° & ° e L1 ATP™ (mmol i)
| j- °s %o hellsokirhza|® ~ eeSEF (Mmol ) :2 T
. ) o | o o= . N
- promjena koncentracije unutarstanicnih 'B1S 1 l A 21 ok o.”_’ - CI R '
. . . . 44 ucose (mmol 5 4 o.. (mmol I") : w .
meduspojeva pokazuje kontrolu metabolizma )= 0_3 ®%e o | g
Sl R g i | _ e 08 J—=F4
glukoze povratnom spregom o] [ Gveerol nmoli) & | sosty e | o i ‘ ADF™ (mmol I")
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] [ ] I' o o o889 L]
. . e oo ® 11 \f 02 1 *% o °
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00 -
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iy - . . 0:4 e® 0121 | @™ iP5 |5 !" AMP** (mmol I")
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| 7 l—e 016 1 :
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primjena kemostata kmtraiivanja fiziologije mikroorganizama (5)

- analiza (B) supstrata i vanstani¢nih proizvoda (B1), unutarstani¢nih meduspojeva (B2) i energetskih spojeva

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

Metabolic Control Analysis (MCA)

- opada potrosnja 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 poCetku povezan je s
porastom konc. 6P-glukonata i porastom
potrosnje glukoze kroz pentoza-P put

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

relativno konstantne i visoke kroz ovaj period

S. cerevisiae: dinamika glikolize

[ [
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4 @ o0 o |1 : 2
31 .‘ 3 7 " ®
o e ST LT = 1 T
B1S 27 |oucse (mmol 1) o F6P (mmol ) T °
1 N L2 w o
— ®e ¢
0 e a4
; ®
Glycerol (mmol ) @ / Y ADP™ (mmol 1"
B1P 0.10 poeron e 37 i Soss o o6 (mmol ")
1 1
1 4 21 I 04 T—9
- = .. : : .. o 0880 [ ]
o 1] i 1 02 e ’
1 F1,6P (mmol ) | 1
—6 - 0,0
I 0.16 , H
05 . | g ® o®e 112 1
4 . ® ! o -
04 0.12 1 .. ]
B1P | ® :‘ GAP (mmol I") |ol9 AMP*™ (mmol I")
203 o®® 0087 @ ! L
] | —o! ol6
0.2 1 i
— ® i | 1 e
o ‘ | 0.04 N 03 1 ®
Acetate (mmol I'') b= e e el i s X =2
3 06 20
—5 1@ -1
Ethanol (mmol ) 05 18 ] PO, (mmol I'")
21 ® | 047 19
° 14 7
B1P SN o ) 1
3 17 @ 02{ w
) - PEP (mmol ') |10
0®® 0.1 ”, gY@ % ®
0 ALl AAA A4ad Al daas 00 i -'L-l‘ll"l 6 ')‘ILIAI A'l “I. "

B R F s |
-20 0 20_40 60 80 100 120

A ES
(\ time t (sec) 0

T
20 0 20_.40-60._80 100 120 -20 0 2Q -40-60._80 100 120

I
\

- _ time t(sec) _ P

51

J. Villadsen, M. Reuss



primjena kemostata kmtraiivanja fiziologije mikroorganizama (6)

- analiza (B) supstrata i vanstani¢nih proizvoda (B1), unutarstani¢nih meduspojeva (B2) i energetskih spojeva

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

“lll;Bl

Metabolic Control Analysis (MCA)

B2
J’\ pulse

S. cerevisiae: dinamika glikolize

B3

{ pulse

B 6 5 3 o =]
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primjena kemostata kmtraiivanja fiziologije mikroorganizama (7)

- analiza (B) supstrata i vanstani¢nih proizvoda (B1), unutarstani¢nih meduspojeva (B2) i energetskih spojeva

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

Metabolic Control Analysis (MCA)

- raste konc. NADH u citoplazmi kao i konc. PO,*
(B3); PK “vuce” 1,3-DPG,; odvija se transport
glicerola iz stanice (B1P,) i smanjuje se konc.
NADH u stanici

S. cerevisiae: dinamika glikolize
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primjena kemostata kc@@straiivanja fiziologije mikroorganizama (8)

- analiza (B) supstrata i vanstani¢nih proizvoda (B1), unutarstani¢nih meduspojeva (B2) i energetskih spojeva

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

Metabolic Control Analysis (MCA)

- konc. ATP opada brzo nakon pulsa glukoze
- ATP se trosi za fosforilaciju (HK i PFK) brze

nego Sto ATP nastaje u kasnijim reakcijama glikolize

- ne nastaje glikogen jer je za taj proces potrebna
visoka konc. ATP

S. cerevisiae: dinamika glikolize
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(1) Regulacija metabolizma odvija se u viemenu od nekoliko
sekundi ili kracem.

(2) U ovom vremenskom okviru promjene se dogadaju zbog
regulacije metabolizma. Reakcije biosinteze (biosinteza
enzima) smatra se ,zamrznutom” (“frozen” state).

106 104 102 109 102 104 10¢°

| [ | >
- e - o
- Mutacije
| Sinteza enzima

vrijeme (s)

Posttranslacijske modifikacije

Alostericka regulacija

Molekulska dinamika ' Jenos mase



NMR analiza metabolickih flukseva (1)

NMR - nuklearna magnetna rezonancija

- in vivo NMR je neinvazivna metoda odredivanja koncentracije metabolita
u razli€itim odjeljcima stanice

- princip: u magnetnom polju elektroni odredenog atoma kruze u smjeru ovog polja;
kruzenjem elektrona nastaje drugo, suprotno magnetno polje oko jezgre atoma;
gustocCa elektrona oko jezgre atoma ovisi o vrsti jezgre i vrsti veza kod odredene

molekule (npr. metanol)

metanol 57



NMR analiza metabolickih flukseva (2)

- princip: jezgre atoma koji imaju neparan atomski broj (npr. 1H i 13C) imaju spin (sli¢an spinu elektrona);
jezgra predstavlja nabijenu Cesticu koja se kreCe i samim time stvara magnetno polje; bez
“vanjskog” magnetnog polja jezgre atoma imaju tzv. slu€ajnu orijentaciju, primjenom magnetnog
polja jezgre ovih atoma orijentiraju se paralelno s poljem; EM se koristi za “okretanje” (eng. flip)
spinova; koli€ina energije koju je potrebno Lljloiiti za “flip” ovisi o jacini magnetnog polja

! c#; B #
bez magnetnog polja magnetno polje

T

T
HHH HHH D

58
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NMR analiza metaboli¢kih flukseva (3)

- osnovne komponente NMR sustava: uzorak smjesten 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 konacni spektar

- primjena: NMR analiza 3P omogucava
pracenje metabolizma
ugljikohidrata
jer se ovom metodom mogu
razlikovati unutarstanicni i van-
stani¢ni anorganski fosfat, zatim

epruveta s UZorkom

i FH pirofosfat, ATP, ...;
| - N radio frekvencija —hi: 1 NMR analiza *3C zahtijeva
radio frekwencija ‘“—J— lizlaz) :'Egi_:_n]_}ia—__—_ koriStenje spojeva bogatih na
(Wlaz) speltar LT ovom izotopu;

metaboliCko inzenjerstvo
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NMR analiza metaboli¢kih flukseva (3a)

p-Glucose %
= # g-Glucose Lactate =
=| Z# =

3-PGA
Al | PeP 1
J\,\f/\'\/\,f\' L0 NUIPRIP PN W 96.8 -99.0
et WAt e u& 46.2 - 48.4
1-CJFBP

[6-'3C]FBP

MMM—

“Starved cells”

132 128 108 104 100 90 80 70 60 50 40 30 20
Chemical shift (ppm)
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NMR analiza metaboli¢kih flukseva (3b)

[3-"H]JUDP-GIcUA

1

PP 5.2 4.8

i A
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primjena radioizotopa

- Geiger i scintilacijski brojaci
- primjena:
stupnjevita (eng. step) ili udarna (eng. pulse-chase) pobuda
(kratkotrajna pobuda radioaktivnim materijalom koji se ispire i zamjenjuje molekulama koje ne pokazuju radioaktivnost)
odredivanje redoslijeda reakcija u biokemijskim putevima
pracenje ugradnje gradevnih blokova u polimere
lokalizacija odredenih funkcija u stanici
autoradiografija (istrazivanje funkcija tkiva pod mikroskopom)
analiza frakcija stanica
prouCavanje transporta u stanicu
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primjena radioizotopa - transport supstrata u stanicu mikroorganizma

transport glukoze u stanice kvasca Saccharomyces cerevisiae

«  scintilacijsko brojanje: odredivanje radioaktivnog raspada odredene tvari {j. odredivanje koliCine radioaktvnosti u uzorku.

U “koktelu” se odvijaju fizikalno-kemijske reakcije tj. energija koja se oslobada tijekom radioaktivnog raspada prevodi se u
energiju koja se mjeri scintilacijskim brojacem.

scintilacijski broja¢: fotoCelija visoke rezolucije koja moze detektirati a-Cestice (jezgre He), B-Cestice (elektroni), y- i x-
zrake, te pozitrone, Comptonove i Angerove elektrone.

NajceSce su se koristile '*C, 3H i 32P tj. detektirale B-Cestice.
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primjena protutijela

- protuijela su proteini koje proizvode kraljesnjaci - visoka specifi¢nost reakcije antigen-protutijelo
kao obranu nakon infekcije - antigeni: proteini, DNA, RNA, polisaharidi,
organeli, druga antitijela

- to su jedinstveni proteini koji “prepoznaju”
specificnu molekulu - antigen 1 antigen

- odredeni antigen “izaziva” sintezu odredenog
proteina

antitijelo

- obiljezavanje fluorecentnim spojevima
(fluorescentna mikroskopija, FM)

- heteroklonska protutijela (B-limfociti,
antiserum, zivotinje)

- monoklonska protutijela (tehnologija hibridoma)
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primjena antitijela

mutantne stanic¢ne liniie

_ mis (tumaorni B limfociti)
imuniziran
antigenom X )
OOOOOO
stanica koja proizvodi
anti-X anutuelo\. o, ° g °
ogs ®e®

“smntni” B limfociti "besmrtne" stanice rastu u hranjivoj podlozi
odumiru nakon {odumiru u selektivnoj podlozi)

nekoliko dana \l/

fuzija stanica
|

raspodjela materijala anti-X antitijelo

@0 0@

@° .o.o. i..oo.ocﬂ)% P26

samo hibridoma rastu u selektivnoj podlozi

| \l/" \l/ ".‘,,\y.|
[ &% | 144l 4 &)

- kloniranje B-limfocita koji proizvode
jednu vrstu antitijela

(homogena monoklonalna antitijela)

- B-limfociti iz imunizirane zivotinje

fuzirani s “besmrtnim” tumornim B-

limfocitima

animacija: Producing Monoclonal Antibodies

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

test supernatant za anti-X antitijelo
i klonirane stanice u "jaZzicama"
(1 stanica/ 1 jaZica)

VIV IV Vddd v

I A ,,| XY/, S S AT

stanice se umnaZaju, \l/
supernatant se testira na anti-X antitijela,

pozitivni klonovi izdvajaju se za proizvodnju anti-X antitijela B
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primjena antitijela

Primarne stanice

stanice oslobodene od ostalog dijela tkiva uzgojene u prikladnim uvjetima
rastu i razmnoZzavaju se tek nekoliko generacija

Besmrtne stanice
(kontinuirane stanicne linije)
posebni izolati koji se razmnozavaju beskonacno

Hibridoma
hibrid izmedu primarnih stanica B limfocita i mutiranih - tumornih stanica
B limfocita,
besmrtne stanice sa znaCajkama primarnih stanica

Uzgoj biljnih i zivotinjskih stanica omogucava industrijsku proizvodnju
vakcina, virusa, specificnih proteina koji se ne mogu proizvesti drugim organizmima;
monoklonska antitijela u terapeutske, dijagnostiCke i znanstvene svrhe;
specificnih metabolita biljaka i Zivotinja (prehrambeni aditivi, parfemi, agrokemikalije,
insekticidi, ...)
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primjena antitijela

animacija: Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (Direct & Indirect ELISA Method)
www.sumanasinc.com/webcontent/animations/molecularbiology.html

|

- mogucénost kvalitativne i kvantitativhe analize

specificnih antigena

- RIA (eng. RadiolmmunoAssay; antitijela sa

radioizotopom)

- ELISA (eng. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay;
antitijela s enzimom) ---------------------------- > l

direktna metoda

indirektna metoda

il ) :
antitijelo antigen /

ldudavanje antigena

l dodavanje antiseruma

vezanje antigena na antitijelo

vezanje antitijela na antigen

A

specificno antitijelo s enzimom
veie se na antigen ("sendvic")

e o ®_o
°®onm Y
produkt- > m e
®
supstrat

@R

specificno antitijelo s enzimom
veie se na antitijelo

|

o 0% o
produkt @ A \-I? ®_
|} o b
supstrat

—

dodaje se supstrat za enzim vezan

na antitijelo, produkt reakcije se
detektira spektrofotometrijski

dodaje se supstrat za enzim vezan
na antitijelo, produkt reakcije se
detektira spektrofotametrijski
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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 specifi¢nih bioloskih
spojeva
(RF, GC, CE, kiralni spojevi, tandem affinity)

- analiza teofilina pomocu HPIAC, kompetitivho
vezanje teofilina na imuno-afinitetnu kolonu,
teofilin povezan s liposomom koji sadrzi
karboksifluorescein kao marker

uzorak

detergent

== etektor
izlaz

|

———= detektor

— detektor

—— detektor

Y antitijelo

® antigen

liposom s fluorescirajucim
spojem i antigenaom

fluorescirajuci spoj
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geneticko inZenjerstvo - tehnologija rekombinantne DNA (rDNA)

- proizvodni mikroorganizam moze biti izolat iz prirode (nasumicno)

inducirani mutant (nasumicno)

konstruiran tehnologijom rDNA (selektivnost)
- povijesni pregled

1869 Miescher izolirao DNA

1944 Avery dokazao da je genetiCka 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 zasluzni Franklin i Wilkins

1961 Marmur i Doty otkrili renaturaciju DNA ¢ime su omogucene reakcije hibridizacije DNA

1962 Arber otkrio restrikcijske endonukleaze, za njihovu purifikaciju i primjenu u genetiCkom
inZzenjerstvu zasluzni Nathans i H. Smith

1966 Nirenberg, Ochoa i Khorana objasnjavaju geneticki 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 (odredivanje redosljeda
nukleotida)

- genetiCka informacija moze biti prepisana iz DNA davatelja gena (niska selektivnost)
banke gena davatelja (viSi stupanj selektivnosti)
MRNA davatelja gena (viSi stupanj selektivnosti)
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geneticko inzenjerstvo

- restrikcijske endonukleaze

- restrikcijski fragmenti i restrikcijske mape

- DNA ligaza: kloniranje heterologne DNA u
plazmide i viruse

- transformacija plazmidne ili virusne DNA u
stanicu domacina

- tehnike hibridizacije

- reverzna transkriptaza: kopiranje mRNA u
cDNA (komplementarna, kopirana)

- (automatsko) odredivanje redosljeda baza
(eng. sequencing)

- odredivanje redosljeda aminokiselina
proteina iz redoslijeda baza

- genomika (sekvencioniranje ukupnog
genoma; “omics”)

- proteinsko inZenjerstvo

BglII 7184

Kpnl 6715

®hol 6684

EcoRI BGETE

NotI 6671

5all 6663

Nodel 6646
T7_transl_en_RBS
Kbal 660G

lacOh

T7_promoter
rranB_T1_terminator

rrnB_Tl_terming§gr
rrnB_T1_terminator
rrnB_T1_terminator
rrnB_T1_terminator

Clal 544
KanR2

TY _terminator

T7 _Terminal_primer
Agel 8073
SacIl 7949
PmlI 7938
BstBI 7884

fmpicillin(252-861)
Fspl 1627

pKYB1

8393 bp

fl origin
pBR32Z_origin

oF Samm—
lacI F
Apal 4818 pGEX_3_primer
EcoRY 4575 ROF
Marl 4383 tet(312-612)

http://www.neb.com/nebecomm/products/productN6701.asp
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geneticko inZenjerstvo - tehnologija rekombinantne DNA (rDNA)

- vaznost genetiCkog inzenjerstva u biotehnologiji:

- mogucnost dobivanja rijetkih proteina iz bilo kojeg izvora u dostatnim koliCinama za
istrazivanje,

- odredivanje redoslijeda aminokiselina u proteinima preko redoslijeda nukleotida u DNA,

- odredivanje redoslijeda nukleotida cijelog genoma,

- proizvodnja specificnih proteina u industrijskom mijerilu,

- metaboli€ko inzenjerstvo (dobivanje novih proizvoda metabolizma “ubacivanjem” gena
za nove enzime),

- razvitak vektora za “ubacivanje” heterolognih gena u Zivotinjske i biljne stanice
(transgenicne Zivotinje i biljke).
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baze podataka i algoritmi
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geneticko inzenjerstvo

I::>@imacije:

- dobivanje i prou€avanje mutanata
- mutanti: apsolutni i uvjetni (npr. temperaturni)

- odredivanje redoslijeda reakcija kod biokemijskih puteva

- proucavanje regulacijskih mehanizama
- proucavanje transporta

- izrada genetiCke mape
(geneticke rekombinacije)

H <&

The Meselson-Stahl Experiment
High-Throughput Sequencing

Construction of a DNA Library
www.sumanasinc.com/webcontent/animations/biolo
Life Cycle of an mRNA

The Polymerase Chain Reaction (PCR)

html

CCpA catabolite control protein A
cre catabolite responsive element
noxE NADH oksidaza (H,O)
Glutl:ose Glucose
() i
G6P

Glucose —L—b

Plasmid Cloning
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biomembrane (1)

. plazmina membrana: hidrofobni lipidni dvosloj Sirine 4-5 nm (30 A-10 nm), dinami¢no organiziran okomito
i lateralno, predstavlja granicu zivota i smrti za stanicu
- kako i gdje je nastala prva stanica ?

- (ko-)evolucija citoplazme i membrane: medudjelovanje povrSina i “problem” formiranja stanice

1
_ citoplazma u vezikuli citoplazma izvan vezikule
protocitoplazma ! . i
| e — Sy ‘ ) P S = . ._.:‘:.:
lipidna vezikula ¢ ¥ N

kataliticke

ke 2 o~ 0 - M
povrsine — mineralna = t‘_—,’){(l

+ o+ o+ 4+ o+ T+ o+ o+

"citoplazma
protostanica |-|-| izvan

=i X N iy i vezikule"
Dowrsing - mineralna povriina_ M _,:7

nestabilan propusan

dvos|oj pralazno manje propusan dvosloj
"pucanje”
membrane
liposom

samastalna
- adinica
Zivota (stanica)

w

P -~ e - - porafkanalic

_ o "dvoacilni” selaktivha membrana
f|e?n|_ug§!ln| fosfolipidi {elektrokemijski gradijent)
osfolipidi
POOCCO0CCO00000000T (reltivno velika POOOOOCOOOOA0O0O00 78

propusnost)




biomembrane - zajednicke karakteristike (2)

(
- lanci masnih kiselina su hidrofobni, dok je ostatak polaran 2 % § §
polarna “glava”: glicerol + fosforna kiselina + alkoholamin

. sastoje se iz lipida (35-50%) i proteina (50-65%) ; 2 § § Eg
i

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

- molekula fosfolipida je amfifilna
- lipidni dvosloj predstavlja osmotsku barijeru (nepropustan je za vecinu u vodi otopljenih molekula)
- proteini membrane (membranski proteini) “otopljeni” su u lipidnom dvosloju

- lipidni dvosloj je dvodimenzionalna tekucina, ima dinamicnu i fluidnu strukturu (velika horizontalna
pokretljivost molekula lipida i proteina) oo

400000000

- lipidomics -
- 0ko 5% gena eukariotske stanice kodira za sintezu lipida e

150000000

100000000

50000000

W 79




biomembrane - zajedniCke karakteristike (3)

lipidomics - MS/MS

LC -»|

ionizacija
ESI, APCI

1. m/z filter

kvadrupol

kolizija
+ N, or Ar

2. m/z filter detektor,
pojacivac
s signala

(kvadrupol, TOF, IT)
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biomembrane - sinteza i transport lipida (4)

- sinteza lipida odvija se u

sisavci kvasci

PL - fosfolipid

plavi PL - struktura
crveni PL - “signaling
CHOL - kolesterol (si
ERG - ergosterol (kv
PC - fosfatidil-kolin
PE - fosfatidil-etanole
PI - fosfatidil-inozitol
PS - fosfatidil-serin
PA - fosfatidna kiselir
PG - fosfatidil-glicero
Cer - ceramid

TG - triacilglicerol
SM - sfingomijelin
GSL - glikosfingolipid
ISL - inozitol-sfingolif
DAG - diacil-glicerol
CL - kardiolipin

Sph - sfingozin

endoplazmatskom retikulumu (mreZici) i brzo se
transportiraju do drugih organela;
Golagi kompleksu i transportiraju do
endosoma, vakuola, ER, plazmine
membrane,;

mitohondrijima (kvasci i sisavci)

60

CHOL/PL=10
ERG/PL=0.5

CHOL/PL=01
ERG/PL= 01

CHOL/PL= 015
ERG/PL =01

30

Phospholipid (%)
Phospholipid (%)
8
Phospholipid (%)
8

PC PE PI PS R

plazmina
lembrana

endoplazmatski
restikulum

- plazmina membrana nije odjeljak
gdje se odvija autonomna sinteza
strukturnih lipida, ovdje se odvijaju
specificne reakcije (protein-lipid
reakcije) kao dio signalnih kaskada

?O

- sve organele sadrze lipide koji su
transportirani od odjeljka gdje su
sintetizirani

CHOL/PL=05
ERG/PL=01

Phospholipid (%)
Phospholipid (%)
8

PC PE Pl PS BMP SM
ISL
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biomembrane - lipidi (5)

- struktura lipida membrane

polarni 1
{hidrofilni)
do
(llglavaii) I
glava
rep
CH, CH,
nepolarmi ' I
(hidrofobni) CH, CH,
dio | I
Crep") (I:H2 tI:H,
CH, CH,
| | i
CH, CH /c/s dvostruka veza
| NeH
CH, NCH,
! NeH
CH, e
(I3H \QCHZ
L [ New,
N
CHy' CH
. . . |
1i 2 - masne kiseline CH,
|
CH,
|
0
CH,



biomembrane - lipidi (6)

- struktura lipida membrane

arhebakterije: eteri glicerola i dugolancanih alkohola izoprenske strukture (C,,-C,0)

prave bakterije i eukarioti: esteri glicerola tzv. glicerofosfolipidi (derivati fosfatidne kiseline)
naj¢es¢i: fosfatidil-kolin (eukarioti)

CH, fosfatidil-etanolamin (eukarioti i eubakterije)
@ i, ® NH, CH";D\&/CH?’ fosfatidil-serin (eukarioti i eubakterije)
éH: gt g0g® " B, fosfatidil-inozitol (eukarioti)
éH? ICHQ éle
0O
= o———ll—o ©
.

 FAviacip

fosfatidil-etanolamin fosfatidil-serin fosfatidil-kolin 83



biomembrane - lipidi (7)

- struktura lipida membrane glicerofosfolipidi fosfatidil-glicerol
bisfosfatidil-glicerol

genericka imena za cijelu grupu spojeva ovisno o tome koji su radikali (acili)
mashnih kiselina vezani za molekulu glicerola; u pravilu su to masne kiseline s
parnim brojem ugljikovih atoma (C,,-C,,); po strukturi to mogu biti:

1. ravni zasi¢eni lanci: naj¢eSc¢e palmitinska (C,) 1 stearinska kiselina (C,g; CH5;(CH,),,COO0O").

040
/\/\/\/\/\/\/\/ \
CH,

2. ravni nezasi¢eni lanci (cis dvostruka veza): oleinska kiselina (C,g4.,; CH3(CH,),CH=CH(CH,),COO).

40

/WC\

CH,(CH,),CH,

3. razgranati lanci (prokarioti). o

H,C =
>/\/\/\/\/\/\C
~

H,C
4. lanci sa ciklopropanom (prokarioti).

N N N NP N g ¢O
H,C C\ 84



biomembrane - lipidi (8)

- pored glicerofosfolipida u gradi lipida membrane sudjeluju i
glikolipidi (oligosaharidi vezani na glicerofosfolipid)

steroli (kolesterol, zimosterol, ergosterol)

- steroli stabiliziraju membranu i povecavaju fluidnost membrane; regulacija fluidnosti membrane od bitne je

vaznosti za stani¢ne funkcije, narocito za funkcije proteina membrane.

- fluidnost lipidnog dvosloja ovisi o strukturi lipida membrane

[ viskozni dvosloj ]

[ fiuidni dvosloj ]

lateralna difuzija

o~
i §§ 11 % i) \
E 4 é § | i i § .
AYANARULAYE "R
L K4 A P BN | ML :
AL ININT LN ;; | (fijetio)
T Y AN\

fleksija rotacija
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biomembrane - lipidi (9)

- osnovne funkcije lipida u stanici:
©spremiste energije i spojeva (m. kis. i steroli) za biogenezu membrana stanice
©polarni lipidi dio su matriksa stani¢nih membrana (entropijski povoljna reakcija asocijacije
hidrofobnih dijelova lipida, kao i njihovih hidrofilnih dijelova koji reagiraju jedni s drugimai s

molekulama vode, osnova je spontanog formiranja membrana/organela)

©osim barijere, lipidi omogucéavaju 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)

86



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

lipidi membrane

fosfatidil-
kalin

"signaling”

[+]

o=

N \_D__.‘,_‘J__,"-_D. |"D\ ;
Gy OH

ka kiselina

(eng. messenger lipids)

hidrofobnost

siiitiss
L

- -I\
kolesterol
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biomembrane - lipidi (11)

T Syt
R — W i ;szg;i?;

- transport odredenih molekula u stanicu i iz stanice

- oksidoredukcijske reakcije (respir. lanac)

- fosforilacija (H*-ATP-sintaze)

- fotofosforilacija

- biosinteza staniCne stijenke

- primanje signala iz okoline stanice (proteini-receptori)

- povezivanje citoskeletona i vanjskog omotaca (strukturni proteini)
- pretvorba energije potrebne organelima za proces pokretanja

- prokarioti: sve pobrojane funkcije odvijaju se u plazminoj membrani; ako ova povrsina nije dostatna za
potrebe stanice, onda se obi¢no povrSina membrane povecava invaginacijom u obliku mjeSinica, cjevc€ica,
membranskih slojeva i tilakoida

- eukarioti: stanice su znatno vece, pa je i omjer povrSine i volumena znatno maniji; ,manjak” membranske
povrSine nadoknaduje se unutarstanicnim membranama koje formiraju odvojene odjeljke stanice -

organele; kod Zivotinjskih stanica plazmina membrana €ini samo 2-5% ukupnih membrana stanice.
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biomembrane - proteini (12)

Vy

(a)

citosol pH 7,4

- vecCina proteina membrane ugradena je u lipidni dvosloj
hidrofobnim interakcijama sa lipidnim molekulama

nano-motor za

g pumpanje protona

glikoforin

v - v >
COLCEOOEE
"."”'....’
1

2CI™

vanstanicni

lipidni
dvosloj

e

citoplazma
Fo

mitohondrijska
sekundarna
pumpa

(b)

matriks pH 7,4

medumembranski

prostor mitohondija pH 7,0

ATP

>:ml= 180 mV + 0.4 pH

animacija: ATP Synthase Mechanism

www.sumanasinc.com/webcontent/animations/microbiology.html
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biomembrane - odjeljci stanice (13)

pojednostavljeni prikaz

> ojednostavijeni prikaz
ZIVOTINJSKA STANICA Erésj e zivc{tmjsﬁ’(e 75 . BILINASTANICA  presjeka biljne stanice

vanstanicni
matriks

stanicna stijenka kloroplast

mitohondrij
plazmina membrana

endoplazmatska

centriole mreZica

citosol

Golgi kompleks

filamentozni
citoskeleton

jezgra

lizozomi vakuola

peroksizomi

T

10-30 um

le—
l\

10-100 um

4
v
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biomembrane - organele (14)

- organele s dvostrukom membranom vanjska mermbrana
jezgra mitohondrij

unutradnja membrana
(kriste)

™~
A AR

3-10 um

pore

mjesto odvijanja
oksidativnih procesa

matriks
{koncentrirana otopina razlicitih enzima)

vanjska membrana tilakoid

unutrasnja membrana

jezgrica (ribosomi)

stroma

kromatin

jezgrina unutarnja membrana
membrana

vanjska membrana

kloroplast

~5 um
[ Ly I



animacija: Vesicle Budding and Fusing

. www.sumanasinc.com/webcontent/animations/biology.html
biomembrane - organele (15)

- organele s jednostrukom membranom

endoplazmatska mrezica (retikulum) Golgijev kompleks (usmjeravanje proteina ka razli¢itim odredistima)

-

hrapavi ER glatki ER

lizozom peroksizom

[~ ] il
0.2-0.5 yum 0.2-0.5 um
92

lumen



biomembrane - organele (16)

perinuklearni prostor

jezgrica
{nukleolus)
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biomembrane (17)

-povezimo prvo predavanje i biomembrane: proizvodnja aminokiselina s pomocu bakterija C. glutamicum i

E. coli - transport molekula i iona u stanicu i iz stanice

Substrate(s)

Characteristics

Feference(s)

Transporter Gene(s)
Corynebacterium glutamicum
ArcP aroFP
BmQ bmQ
GluABCD gludBCD

Glutamate permease 7

LvsE bsE
LysI bysl
TioE thrE
Escherichia coli

AroP aroF
Aspartate/glutamate 7
Ccarrier

GItP gltP
Glts glts
Glutamate excretion 7
CaITIer

LIVl livGHIM
Orf208 ydeD
PheP pheF
RhtA rhid
EhtB rhieE
RhtC rhtC
SatT sstT
TdeC tdeC

Threomne permease 7

L-Trp, L-Tyr, L-Phe
L-Ile
L-Glu

L-Glu
L-Lys. L-Arg

L-Lys, L-Ala, L-Val, L-Leu
L-Thr, L-Ser

L-Trp. L-Tyr. L-Phe
L-Asp, L-Glu

L-Asp, L-Glu

L-Glu
L-Glu

L-Len, L-Tle, =-Val, £-Ala,
L-Thr, L-Hom

L-Cys and components

of the cysteme pathway
L-Phe

L-Ser, I-Thr
L-Leu, L-Ser, L-Thr, L-Hom

L-Thr, L-Ser

Aromatic amino acids uptake
system
Naz"-coupled uptake system
Binding protein-dependent

take system, expression
glucose-repressed
Uptake active in complex medium

Exporter. expression regulated
by Ly=(G, comnducers L-citrulline
and L-histidine

Low capacity antiporter

Export camier

General uptake system for aromatic
amino acids

Binding protein-dependent uptake
system, |I|jnhibited by cysteate
Na™-independent uptake, nhibited
by cvsteate and p hydroxyaspartate

Naz"-dependent uptake, inhibited
by oo methylglutamate
Stringent response-related export

Binding-protein-dependent uptake
SYE}_E]_%E:' EXpPIession repressed

Major facilitater protein involved

n efflux

High-affimity uptake system specific
for phenylalamne

Confer resistance to high
concentrations of homoserme

and threomme, putative threonine
EXCTENlOn CAImers

Na™-coupled serine/threonine
Importer

Importer active under anaerobic
conditions

MaT-mmdependent uptake system

Wehrmann et al. 1993

Tauch et al. 1998
Kronemeyer et al. 1993

Burkowvski et al. 1996
Vrljic et al. 1996;
Bellmann et al. 2001

Seep-Feldhaus et al. 1991
Simic et al. 2001

Brown 1970

Schellenberg and Furlong
1977

Deguchi et al. 1989;
Wallace et al. 1990;
Tolner et al. 1992

Dezuchi et al. 1990;
Kalman et al. 1991

Broda 1968;
Burkowski et al. 1993

Templeton and Savageau
19'?-!J
Dabler et al. 2000
Pietal 1999
Zakataeva et al. 1947
Aleshin et al. 1989,
Zakataeva et al. 1999
Ogawa et al. 1998
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Sumantran et al. 1990

Krusze et al. 2001




animacija: Vesicle Budding and Fusing

. www.sumanasinc.com/webcontent/animations/biology.html
biomembrane (18) Protein Secretion

§ www.sumanasinc.com/webcontent/animations/molecularbiology.html

- transport vezikulama kod eukariota

al, a2, a3, a4-izoforme ATPaze

Vo

lizozom

sekretormna
vezikula
(inzulin)

ail
sinapticka
vezikula

.
autofagosom Cis
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BIOMEMBRANE | BIOENERGETIKA
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bioenergetika (1)

- bioenergetika prouCava molekulske mehanizme pretvorbe energije u zivim stanicama

- sa glediSta termodinamike

ziva stanica je NEIZOLIRANI, OTVORENI SUSTAV §to znaci da moze obavljati izmjenu

tvari i energije s okolinom;
Ziva stanica je vrlo uredena struktura (niske entropije) koja ima sposobnost
samoreprodukcije pretvorbom jednostavnih kemijskih spojeva iz okoline;

(Ziva stanica naizgled prkosi |l zakonu termodinamike; medutim,...)

ZIVA JE STANICA KEMIJSKI SUSTAV KOJI DJELUJE U UVJETIMA KONSTANTNOG TLAKA,
VOLUMENA | TEMPERATURE | PROVODI PRETVORBU ENERGIJE 1Z JEDNOG OBLIKA U
DRUGI, U SKLADU SA ZAKONIMA TERMODINAMIKE.
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bioenergetika (2)

- STANICA NE MOZE PROIZVODITI ENERGIJU 1Z NICEGA (I zakon termodinamike), NITI MOZE
TERMALNU ENERGIJU PRETVARATI U DRUGE OBLIKE SLOBODNE ENERGIJE (Il zakon

termodinamike)

- POVECANJE REDA (SMANJENJE ENTROPIJE) U STANICI POSLJEDICA JE POVECANJA
NEREDA (ENTROPIJE) U OKOLINI STANICE
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bioenergetika (3)

- ziva stanica koristi ove izvore energije:
1. KEMIJSKA ENERGIJA (sva ziva bica)
1.1. reducirani spojevi (SUPSTRATI: metan, alkani, alkoholi, organske

kiseline, ugljikohidrati, H,, H,S, NHj, itd.; KOENZIMI:
NAD(P)H + H*, FAD(H,), FMN(H,))

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 (Ap)

2. ENERGIJA SVIETLOSTI (hv)
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bioenergetika: transmembranski gradijent protona pokrece niz energetskih procesa u stanici (4)

potencijal elektrona

AE

aktivni transport _ . :
A
proizvodnja topline

GRADIJENT PROTONA

Ap
rotac_:_ija_ M sinteza NADPH
bakterijskih ATP
flagela ~p
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bioenergetika: metabolizam stanice (5)

- kemijske reakcije koje u ukupnosti Cine metabolizam stanice dijele se na kataboliCke i anabolicke

KATABOLIZAM

ANABOLIZAM

razgradnja

dobivanje energije

dobivanje ATP

dobivanje ekvivalenata redukcije
povecanje entropije

energetski metabolizam

sinteza

troSenje energije

troSenje ATP

troSenje ekvivalenata redukcije
smanjenje entropije

biosinteza staniCnog materijala
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bioenergetika: dobivanje ATP (6)

- dobivanje ATP u kataboliCkim reakcijama odvija se na tri nacina:
1. fosforilacija u lancu supstrata (citoplazma, glikoliza)
2. oksidativna fosforilacija (biomembrane)

3. fotofosforilacija (biomembrane)

- oksidativna fosforilacija (stani¢no disanje ili respiracija)
prokarioti: plazmina membrana

eukarioti: unutrasnja 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 kanali¢ (podjedinica F, ATP-sintaze) dovodi do sinteze ATP iz ADP i

fosfata na podjedinici F; ATP-sintaze
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prijenos elektrona - kemiosmotski mehanizam

- prijenos elektrona i stvaranje gradijenta protona

slektron <::- i npr. procesi oksidacije metabolita
visoke il hV

energije

proteini membrane

(lanac za prijenos elektrona)

transmembranski gradijent protona
(Ap)
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prijenos elektrona i fosforilacija ADP (eng. electron-transport-coupled phosphorylation, ETP)

lanac za prijenos elektrona i ATP-sintaza u
citoplazmatskoj membrani bakterija

periplazma
+

Npte H-*. <

citoplazmatska citoplazma
membrana —
\
lanac za Dred + Aox
prijenos
elektrona e
) Dox + Ared
ADP + Pj
ATP sintaza
ATP

donor (npr. sukcinat)

akceptor (npr. O,)

donora i akceptora elektrona pri pH 7

standardni redoks potencijal (Ey) razli€itih

cilj: pridobivanje ATP

i oxphos

redoks parovi Eg (V)
HCO;™ [HCO,™ —0.41
H* [Hs —0.42
HCO;™ /acetate —-0.35
HCO5™ |CHy4 -0.33
NAD/NADH —-0.32
SO/HS™ —-0.27
Acetaldehid / etanol -0.20
Piruvat / laktat -0.19
DHAP / glicerol-P -0.19
Oksaloacetat / malat —017
HSO{ [HS™ —0.12
Se04%~[Se05° +0.02
o +0.03
Fumarat / sukcinat
NO, / NH,* +0.06
Trimetilamin oksid / trimetilamin +0.13
Dimetilsulfoksid / dimetilsulfid |
I +0.16
NO> [NH4" +0.34
NO, /NO +0.35
NO;~ [NO,~ +0.43
R Rt . +0.77__
QM0 +0.82
NO/N>0 FT118
N>O/N, +1.36




i

animacija: Electron Transport: Aerobic and Anaerobic Conditions
www.sumanasinc.com/webcontent/animations/biology.html

aerobna i anaerobna respiracija (disanje) kod E. coli

glicerol-P \

glicerol-3-P

DHAP <]/ dehidrogenaza

NADH

1 NAD* <]/ dehidrogenaza

7

g|C (aer) HCO, BN

formijat

A \ O <]/ dehidrogenaza
2

sukcinat

fumarat <]/ dehidrogenaza

Hz\

2H

hidrogenaza

laktat \

laktat

dehidrogenaza
piruvat <1/ 9

donori e 1 akceptori e

(redukcija Q) (oksidacija Q)

ubikinon/ubikonal,
menakinon/menakinol ili
demetilmenakinon (-ol) je
redoks medijator izmedu
dehidrogendza i reduktaza
(E. coli)

fumarat
reduktaza

nitrat

nitrit
reduktaza

dimetil
sulfoksid
reduktaza

e
o
-

fumarat

sukcinat

NO,

trimetilamin-N-oksid
reduktaza

—— (CHN—O
N (CH3)3-I|\-IH

quinol

oksidaza
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glukoza

o . . mlijecno-
taniéni metabolizam ‘ . Kisel
stanicni metaboliza NAD® 7 ™ w2 CH_-CH-COOH
Y OH a
laktat
- anaerobna respiracija NADH + H*
o . ’ e “" alkoholno
- razdvajanje aerobnog | vrenje
: CH,-CO-COOH CHy-CO-H + CO,——= CH,CH,OH |
anaerobnog metabolizma piruvat — acetaldehid : etanol
ugljlkohldrata aerobna respiracija 1
CoA-SH propionska
CO, fermentacija
CH,-CO-SCoA \ CH;-CH,-COOH C
acetil-CoA propionska kiselina
vrenje butirickog tipa
CH,CH,CH,COOH  butankis.
CH,CH,CH,CH,OH butanol d
CH,COCH, aceton
CH,CHOHCH;, izo-propanol
ADP + Pi 4 1)
anaerobna respiracija 2
|:| NO3_ _—> —> N2 107

\ SO —= — S,HS

Y,




stani¢ni metabolizam

- anaerobna respiracija

U anaerobnim respiracijama oksidirani su organski spojevi ili vodik, a primaoci elektrona (NO5, NO,’,
ioni zeljeza, dimetilsulfoksid, ugljicni dioksid, sulfat ili organski spojevi klora) su reducirani.
DENITRIFIKACIJA (uzastopna redukcija po€evsi od nitrata) i AMONIFIKACIJA

NO;, — = NO, — = NO —= N,0 —— N,

l

i /NO3'+2€'+2 H*

NO, + H,O  nitrat redukatag

NH,* NO, + e +2H* NO + H,O nitrit redukataza

2NO+2 e +2H" — N,O0+H,0

020+26'+2H+—’ N, +H,O /

NO, + 3 NAD(P)H + 5 H* ——= NH,* + 3 NAD(P)* + 2 H,O
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RL — eukarioti (unutra$nja membrana mitohondrija)

ADP+P | ATP

NADH NAD
\ O &

matriks

medumembranski
prostor

kompleks | ubikinon kompleks Il cyt ¢ kompleks|V kom::leksV
animacija: Electron Transport Chain

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

— Cellular Respiration — Electron Transport
kompleks | (protonska pumpa) NADH ubikinon oksidoreduktaza (L-oblik kod svih organizama)
kompleks Il sukcinat dehidrogenaza (sukcinat — kompleks Il — ubikinon)
kompleks 1l (protonska pumpa) ubikinol cytokrom c oksidoreduktaza (citokrom bc, kompleks)
kompleks IV (protonska pumpa) citokrom c oksidaza
kompleks V F,Fo,-ATP sintaza (F, — pumpanje protona, F, — katalititka domena, sinteza ATP)
ATP energetska moneta u stanici

animacija: ATP Synthase Mechanism
www.sumanasinc.com/webcontent/animations/microbiology.html




RL - protonske pumpe

kompleks | (protonska pumpa) NADH ubikinon oksidoreduktaza

NADHX FMN C_Fesred Qoks

NAD* FMNH, FeS,s Qred
kompleks I (protonska pumpa) ubikinol cytokrom c oksidoreduktaza (citokrom bc,; kompleks)

QH, cytb (+3)> FeS (+2) cyt ¢, (+3) cyt c (+2)

Q X cyt b (+2) C_ FeS (+3) cyt c, (+2) cyt c (+3)

kompleks IV (protonska pumpa) citokrom c oksidaza

cyt c (+2) cyt a (+3) cyt az (+2) Cu (+2) 4) H,O

cyt c (+3) cyt a (+2) C_cyt az (+3) Cu (+1) C_ O
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lanci za prijenos elektrona kod prokariota (Azotobacter vielandii) i eukariota

. ciklus limunske kiseline
(mitohondrij)

[-dehidrogenaza citosola

SR R —
NADH + H* =+=FMNy utukrum——-mtukrum
| \ f Grupa |
/ “HO Flavo- F-5
f NADH + H* protein protein
/ -20
—~
% 380 mV |
, hot 724 kI |
FAD mdlat-——bFAD—-kocnum c1tokr<)m—-ut0krom -—4u!okrom l-[.-] 8 Gropgll
T U k = Co cyt Fc S S
\.\ H.0 8 Q b pro 210 mv.
2 +200 Grupa Il | 41.0 kJ.
\Ll s \ cyt
v 5
\ _g FEERTAR (o) 3L 72 ERCE N
/ \ £ +400 q
\ g .
! \ "c AY
/ \ & N 560 mV
NADPH + H* —flavin citokrom — 'E \ 102.6 kJ
a, \ S +600
X o e
"H.0 citokrom a,
ADP-dchidrogenaza citosola
_ +800 “/ 0
— >
”[ “‘ulaz” e U RL

- razgranati lanci za transport elektrona
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necikliCka oksidativna fosforilacija

-alge, fitoflagelati, zelene biljke

-fotosinteza (fotoliza vode)

hv

H,0 + NADP* "3 NADPH + H* + 1% O,

I:>[animacija: Harvesting Light

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

| Citokrom 558 |
=

E(v)
06
Fere-
doksin
St
of o 7 ALV
ATP]
+02
~ Citokrom f
Jﬁ@ Plastocijanin
*04f Kloro-
fil
.0‘6 -
FOTOSUSTAV | ()
+ 08t ﬁ
01’0 L

=

=

hv

T

e LV
) (u tilakoidima)
1 -
Klorof €
til
T H,0[ | 40,

hv I— > FOTOSUSTAV Il
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RL: usporedba fotofosforilacije i oksidativne fosforilacije

S—
]
\
Ly ~

Q - prijenosnik e slic¢an ubikinonu

@<

b-c
kompleks

~

3(-— svjetlo

AN/

ciklicki prijenos elektrona kod purpurnih "nesumpornih” bakterija

o
-

.
7N

NADP* NADPH

— S
& o st
E b-f
kompleks

e svjetio

H,0
xé—- svjetlo
kloroplasti biljaka i cijanobakterija
NADH NAD* —
dehydrogenase

N e
b-c,
kompleks

e

miotohondrij

citokrom
113

oksidaza

/N

0, H,0




regulacija transporta H* za sintezu citosolnog ATP (1)

Citosol matriks P—

Fi transporter

ATP4+ — ;
>% transporter <
ADP* Y . \op:- —

+ ﬁp = Tremms
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regulacija transporta H* za sintezu citosolnog ATP (2)

Fi transporter

ATP+ P — ;
>% transporter <
ADP% Y . \op: —

+ ﬁp _ Tremms
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regulacija transporta H* za sintezu citosolnog ATP (3)

Citosol matriks P—

— iy

nH*
|

Fi transporter

e :
>% transporter <
ADP* =0 apps —

+ ﬁp = Tremms
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regulacija transporta H* za sintezu citosolnog ATP (4)

Citosol matriks P—

g 5

nH*
|

| iR | \: t
>% transporter < !
ADP% EOIE \ appr ——; ;

_______________________________________________

PTTTTTTTTTOSN
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RL: Covjek

kompleks | kompleks Il kompleks Il kompleks IV kompleks V

collxg ¢ S ND3
ATPase COIlll 118



bioenergetika: neki vazni energijom bogati spojevi

- ATP/ADP/AMP i ATP-Mg?* kompleks

anhidro-veze

ATP QN fj\l

o o O NTON
| | |
O—P—0O—P—0—P—-0—CH, adenin
I I I o
Ot (@) O
trifosfat HO OH
riboza
|
NH2
ADP QN]\){N
_ . e
O O N
| |
O—P—0—P-0—-CH,
I I o
Ot (@]
HO OH NH
2
N
AMP ¢ ] \)N
o NTON

HO OH

adenozin 10|

HO OH

ATP-Mg?* kompleks 119



ATP - energetska moneta stanice

- promjena standardne slobodne energije hidrolize nekih energijom bogatih spojeva u fizioloSkim uvjetima

reakcija G (kJ mol?)
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 izmedu spojeva koji sudjeluju u energetskom
metabolizmu prilikom izgradnje organske tvari i spojeva koji predstavljaju gradevne blokove za izgradnju
osnovnih sastojaka stanice (povezuje procese katabolizma i anabolizma)
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animacija: The Evolution of Cellular Organelles
www.sumanasinc.com/webcontent/animations/biology.html

hipoteza: integracija organela za pridobivanje energije u eukariotsku stanicu ili evolucija oksidativne fosforilacije

H+
- fermentacija (proizvodnja kiselina), “unutarstani¢no zakiseljevanje”
‘pumpanje” H* izvan stanice “na raCun” energije hidrolize ATP
H+
ATP ADP + Pi 1

- “pumpanje” H* bez hidrolize ATP, ATP se

Cuva za druge procese u stanici, membranski

akceptori proteini energiju dobivenu tijekom prijenosa

molekule razligitog redoks potencijala e sa razliCitih molekula koriste za

nefermentabilne organske kiseline ‘pumpanje” H* izvan stanice

H+ H+

- elektrokemijski gradijent (Ap) nastao djelovanjem e-
respiratornog (disajnog) lanca (RL) koristi se za
“pumpanje” H* natrag u stanicu i na racun ovog ADP +Pi ATP

transporta (pridobivene energije) fosforilira se ADP 121
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