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Sekundarni metaboliti
Miale, biologki aktivne

molekule Kofein Kava Rod Coffea
> Antibiotici Nikotin Cigarete Nicotiana tabacum
° Biopolimeri Morfin Analgetik Papaver somniferum
> Alkaloidi Penicilin Antibiotik Rod Penicillium
> Pigmenti Lovastatin Statin Aspergillus terreus
Ekoloski znacaj Ciklosporin A Imunosupresiv Tolypocladium inflatum
° Primarni su za Doksorubicin Antitumorski agens Streptomyces peucetius
odgovorni rast i razvoj Tetraciklin Antibiotik S. aureofaciens
Amfotericin B Fungicid S. nodosus
Rapamicin Imunosupresiv S. hygroscopicus
Bt Toksin Kontrola stetnih kukaca Bacillus thuringiensis
Streptomicin Kontrola Stetnih bakterija S. griseus



Sekundarni metaboliti mikroorganizama
Duga povijest istraivana

o 1940. - 1970. “Zlatno Kofein Kava Rod Coffea
razdoblje otkriéa

R Nikotin Cigarete Nicotiana tabacum
antibiotika
Morfin Analgetik Papaver somniferum
Streptomicete Penicilin Antibiotik Rod Penicillium
° Blotvorn.lce sekundarnih Lovastatin Statin Aspergillus terreus
metabolita _ _ _ o
_ Ciklosporin A Imunosupresiv Tolypocladium inflatum
° 60% danas poznatih o _ . :
antibiotikatl Doksorubicin Antitumorski agens Streptomyces peucetius
> Vi¢e od 60 spojeva u Tetraciklin Antibiotik S. aureofaciens
medicini, agrikulturi i/ili Amfotericin B Fungicid S. nodosus
industriji? - : .
Rapamicin Imunosupresiv S. hygroscopicus
° . . o3
Veliki genomi Bt Toksin Kontrola stetnih kukaca Bacillus thuringiensis

Tihi genski klasteri Streptomicin Kontrola Stetnih bakterija



Kvorum signalizacija (QS)

Detekcija gustoce populacije
o “Kvorum bakterija”

o Signalne molekule O ®
AHL o ® AHL @
Gram-negativne bakterije O O
o N-acil homoserin laktoni (AHL) ¢ % Y e +
O o
Komunikacija bakterijal 4 0 LuxR *
o Biofilm - I:; - ._r_’_
> Virulencija L L Ciljni gen / W LexRAHL - Gijini gen J
o Motilitet
> Bioluminiscencija Populacija niske gustoce |:> Populacija visoke gustoce
° Sporulacija Preuzeto i prilagodeno prema Kareb, O i Aider, M (2020) Probiotics & Antimicro. Prot. 12, 5-17.



Metode

Geneticko inzenjerstvo
Nasadivanje bakterija u dva sloja | < Meki agar, soj 1
o Double-layer plate method Cvrsti agar, soj 2

Agar-Cep metoda
o Agar plug method

Oxford cup assay | i |
o Tekuci gornji medij

Kokultivacija — lokalni paralelni uzgoj
o Tekuci/kruti medij

HPLC



Testni reporterski sojevi

Gram-pozitivne streptomicete Gram-negativnha Chromobacterium violaceum
o Cvil = AHL sintaza o QS sinteza violaceina — CviR i AHL (C6-HSL)
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Evaluacija testnih sojeva

Potvrda rezultata pomocu E. coli reporterskog sojat
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Karakterizacija ovm genskog klastera

Regulatorni proteini OvmZ i OvmW! — aktivacija P, .., (klju¢ni gen)

PovaI
ovaXYWZR OICP K 0

E?fﬁ?j?&ﬁ> I O‘
AL Sesomen

M1146ovm-cvil  M1146ovm-cvil-NC M1146ovm-cvil-OEzw

I:)hrdB

ovaI
‘ oviz ovmW ‘ cvil
71000ovm-cvil 7100ovm-cvil-NC  7100ovm-cvil-OEzw




Karakterizacija ang genskog klastera

Kljucni gen ang1' i ang-specific¢ni produkt “Spoj 2”2
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Optimizacija oxa ekspresije
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Kvantifikacija
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|dentifikacija TOXA spojeva
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Zakljucak

Dizajniran je efikasan sustav za analizu utiSanih biosintetskih genskih klastera

Prednosti
o |zvrsna osjetljivost

o Minimalna pozadinska interferencija
o Siroka kompatibilnost
o Mogucnost kvantifikacije

Mane
o Kompleksnost i vrijeme
o Potrebni specifi¢ni uvjeti
° Prethodno poznavanje genskog klastera



Hvala na pozornosti!
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