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BIOPROSPECTING JADRANSKOG MORA

Znanstveni centar izvrsnosti za bioprospecting mora
BIOPROCRO
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Platforma: Znanstveni centar izvrsnosti za bioprospecting mora BFOBDAO\II“A
BIOPROCRO (studeni, 2015)

Projekt: Prijava na ograniceni poziv za ZCl projekte — ERDF-EU fond: .
Bioprospecting Jadranskog mora

(Odluka o financiranju 20. 09.2017.; Ugovor o dodjeli bespovratnih
sredstava stupio na snagu 05.10 2017.; provedba projekta 1.11.2017.)
Odobren iznos bespovratnih sredstava: 36,941.965,46 kn (predujam
11,082.589, 64 kn)

* Horizon 2020: PerformFISH: odobren — ozujak, 2017

Call H2020-SFS-2016-2017, RIA

Sustainable Food Security — Resilient and resource- efficient value chains
WP - Boosting Fish Health at all Life Cycles Stages (Diagnostic Techniques and
Challenges; Medicines, Biocides and Bioactive Substances)

* INTERREG-ADRION 2014-2020: BIO-ECOnomy Research Driven Inovation —
BIOECO-RDI: odobren 2017.

potpora razvoju inovacijskog sustava, medunarodno umrezavanje u cilju razvoja
inovacijskih procesa, kreiranje strateskih pravaca razvoja reginalne
bioekonomije - Jadransko-Jonska regija




TJEDAN

Partneri/lstrazivacke skupine EU FONDOVA
»

ZCl — BioProCro platforma okuplja hrvatske istrazivacke skupine koje istrazuju
bioaktivne spojeve izolirane iz morskih organizama u hrvatskom dijelu Jadrana

Projektni partneri:

v" Institut Ruder Boskovi¢ - Zavod za kemiju materijala, Zavod za organsku
kemiju i biokemiju, Zavod za molekularnu biologiju

v’ SveuciliSte u Rijeci - Odjel za biotehnologiju

v’ SveuciliSte u Zagrebu - Prehrambeno biotehnoloski fakultet

v’ Sveuciliste u Splitu - Kemijsko tehnoloski fakultet

v" Sveuciliste u Osijeku - Prehrambeno tehnoloski fakultet




Elementl: Provodenje vrhunskih/granicnih TJEDAN
istrazivanja u podrucju plave biotehnologije- EU FONDOVA

Bioprospectinga (cca 33 mil kn)

B OPREMA: cca 9mil kn .

®m POTROSNI MATERIJAL: cca
8,3 mil kn

¥ UGOVORNA ISTRAZIVANJA:
cca 0,9 mil kn

1 STALNO ZAPOSLENI: cca 1,7

mil kn
B NOVOZAPOSLENI: cca 8,2 . . .

mil kn Ukupni troskovi element 1-7
B DISEMINACIJA REZULTATA: cca 37 mil kn

cca 4,6 mil kn
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Bioprospecting — istrazivanje i razvoj znanja o odrzivom koristenju i TJEDAN
upravljanju bioloskim resursima. EU FONDOVA

Preduvijeti .
v 1. Bioloski resursi .
i e aom— \ Jadransko more - raznolikost morskog sustava, bogatstvo
ﬁ?‘ ) ‘B:*:"::;{;: bioaktivnih molekula - proteini, peptidi, enzimi, sekundarni
R 9,&@“"@0 metaboliti (spuzve, plastenjaci, Zzarnjaci), polisaharidi (bakterije,
il o alge), masne kiseline, lipidi (alge).
it ¥ Morski sustavi — daleko veca bioloSka raznolikost od kopnenih
Sl sustava
2. Potrebe

Industrija: prehrambena, farmaceutska, kozmeticka

3. Infrastrukturni i ljudski kapaciteti

* Interdisciplinarna platforma istrazivanja morskih prirodnih resursa - strukturirani
i organizirani pristup resursima morskog sustava

 Strucnjaci: biologija/molekularna biologija, biomedicina, kemija, biokemijsko
inZenjerstvo, bioprocesna tehnologija, “big data”, racunarstvo, modelni skrining

» Koristenje postojece opreme, steCenih znanja, kompetentnosti, ljudskih resursa




Ciljani organizmi

Alge - preko 25.000 vrsta, fotosintetski autotrofni organizmi (od jednostanicnih do
mnogostanic¢nih) - morske /slatkovodne alge; mikro/makroalge

Zelene alge (Chlorophyceae); Smede alge (Phaeophyceae); Crvene alge
(Rhodophyceae); Modrozelene alge (Cyanophyceae)

Mjesinci (Radiata, Coelenterata) - najnizi mnogostanicni organizmi, Zive iskljucivo u
vodi/morskoj vodi; obuhvacaju dva koljena: Zarnjake (Cnidaria) i rebrase
(Ctenophora)

Mahovnjaci (Bryozoa, ponekad i Ectoprocta) - mnogostanicni organizmi koji Zive u
morskoj i slatkoj vodi, mikroskopske veliCine, kolonije vidljive, poznato oko 4.000
vrsta

Mekusci (Mollusca) - oko 50.000 vrsta mekusaca (Skoljkasi, puZevi, glavonosci,
hitoni)

Plastenjaci (Tunicata, Urochordata) - morske Zivotinje iz koljena svitkovaca

1600 vrsta (u Jadranu 30 vrsta)

Spuzve (Porifera) - odjeljak Parazoa; u Jadranu oko 205 vrsta spuzvi

Tunicates

TJEDAN
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Veliki biotehnoloski
potencijal - prirodni
spojevi iz oceana i
mora -70% zemljine
povrsine

Phyllidiidae
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. ] o EU FONDOVA
Zasto morski organizmi ?

‘Borba za opstanakipritisak okolia |
¥

Bioloska raznolikost
¥

Obrana
Napad
Signalizacija

L4
Kemijska raznolost |

¥
‘Biotehnoloski potencijal




Opci cilj: JaCanje kapaciteta Centra izvrsnosti za Bioprospecting mora kroz provodenje TJEDAN
vrhunskih interdisciplinarnih istrazivanja u podrucju biotehnologije mora s ciljem EU FONDOVA

dobivanja bioloski aktivnih molekula pozeljnih svojstava za primjenu u farmaceutskoj,
prehrambenoj i kozmetic¢koj industriji

Pretraga novih izvora ‘ Razvoj novih produkata .

Specificni ciljevi:

Selekcija stanista, procjena bioloske i kemijske raznolikosti (Nacionalna genomska, genska i proteomska baza
Jadranskog mora, Nacionalna banka prirodnih spojeva)

. . e .. Marine biotechnology workflow
Razvoj novih protokola za ekstrakciju, izolaciju, i -Drugs

- Elicitors

prociséavanje i obogacivanje biomolekula  Bioweis
Products ._Em_d[[ggsﬂ
- Biopolymers
. . v .. . - Organic
Screening bioloSkog potencijala - procjena - g
djelotvornosti i  primjenjivosti  ekstrahiranih N _iSocesses
I k I t i | i i d t i - Basic research
molekula u potencijalnim industrijama - Ecosystem

- Bioremedition
-etc.

Scale-up optimizacija - od laboratorija u pilot skali
do procesa industrijskih razmjera; unaprijediti i
poboljsati sustave u kultiviranju razlic¢itih morskih
vrsta, (spuzvi, algi, bakterija...)

Sigurnost - rjeSavanje pravnih pitanja vezanih za sigurnost pristupa morskim resursima,
Suradnja/sinergija - izmedu istrazZivackih institucija i biotehnoloskih tvrtki

Stimuliranje timova za nalazenje dodatnih izvora financiranja

Stru¢na razmjena znanja kroz poticanje radionica, skupova, patenti, publikacije




Procjena uspjesnosti provedbe projekta HER&,\IX

Pokazatelji: 8
»broj CC publikacija

»broj ukljucenih istrazivaca

»gostujudi istrazivaci

»ostvarne znanstvene suradnje na nacionalnoj i medunarodnoj razin
»prijenos znanja/tehnologija, patentne prijave

» broj novih projekata

» 22 novo zaposlenih stru¢njaka — partneri i voditelj
* 10 doktoranada
* 10 poslijedoktoranada
* 2 administratora

» nova srednja i mala oprema — cca 9 mil kn




Sustavi za uzgoj i odrzavanje modelnih organizama ("racks", mrijestilica)

Sustav za pripremu vode - destilirana, redestilirana

Homogenizator

Sustav za hladenje uzoraka sa ledomatom za pohranu

RT-PCR

Kapilarna elektroforeza

Sustav za Western Blotting i imunohistokemiju

Racunalna i softverska podrska sustava za vizualizaciju i mikrocitaé

Uredaj za liofilizaciju

Bioreaktor s mjeSalom

Tekucinski kromatograf visoke ucinkovitosti s DAD i Rl detektorima

Speedvac uparivac

Nadogradnja GC kromatografa s auto samplerom

Nadogradnja sustava pumpi za kiralnu analitiku

Uredaj za flash-kromatografiju

Uredaj za pripremu demineralizirane vode

Laboratorijska centrifuga

Laboratorijska tresilica

Uredaj za liofilizaciju

Tresilica s hladenjem

Inkubator s hladenjem

Spremnici za tekudi dusik s drzac¢ima za odvojeno drZzanje uzoraka

Mali laboratorijski autoklav

Akvarij

Gradijent PCR

Spray dryer za vodena i organska otapala

Enkapsulator

Lot ol ol ol ol ol ot ot ol Eanll Eonll Eonll Eonll Eonll Eanll Eonll Eonll Eanll Kanll Eanll Eanll Eanll Kanll Eanll Eanll Kanll Eanll Kan

Vakuum koncentrator
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Sustav za post-kolonsku derivatizaciju

Zamrzivac na -20 °C

Mikrovalni uredaj za ekstrakciju i sintezu

Uredaj za usitnjavanje uzoraka

Ultrafreezer -86 °C

Uredaj za kaspuliranje tekuéih ekstrakata

Autoklav

Centrifuga s hladenjem

Laboratorijski susionik

Vodena kupelj s tresilicom

Bioreaktor s mjeSalom

Victor X3, ¢ita¢ mikrotitarskih plocica

UPLC uredaj s odgovaraju¢im detektorom

UV/VIS spektrofotometar sa termostatiranom komorom

Tresilica

Lol ol Rl ol Il (ol ol ol ol Il Il (ol ol B anll ol o

Visenamjenski sustav za automatsko injektiranje i pripremu uzoraka za vezani sustav plinska
kromatografija - spektrometrija masa (GC-MS)

Koncentrator "purge and trap"

Nadogradnja GC-MS s plameno-ionizacijskim detektorom

Visokodjelotvorna tekucinska kromatografija s DAD i RID detektorom

Zamrzivac na -20 oC

Mini cluster + GPU

Server AS

Radna racunala

Laptopi

onll Il B anll ol B aull (ol Mol Mol o

NAS (network attached storage)
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BIOPROSPECTING
JADRANSKOG MORA

5 ISTRAZIVACKIH AKTIVNOSTI:

>
0.8% of the surface of the oceans - 5 to 10% of the marine-biodiversity -
Hotspot

s
Mediterranean ecosystems:
-'coralligenous

-caves

‘Long bioconstruction:
600 to 8000 years

More than 1600 species (300
algae, 1200 invertebrateset 110
fishes)

-

Istrazivanje bioloske
raznolikosti i
genetickih resursa
morskih stanista

/

(¥

\ Q.

Razvoj bioprocesa:
odrziva proizvodnja i
povecdanje mjerila

J

PN/NT **
1% Other activity

PHVD * 18%

1% \\
Pest resisitance __

3% :
Anti-virus__ =
3% -

Anti-fungus.
5%

\
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Kemijska raznolikost :

Haf.,/N;ﬂfs identifikacija, ekstrakcija,
Nt/ Ht optimizacija i purifikacija
» o; biomolekula, organsko
3

A kemijska sinteza

" e,ll-‘ﬁ O

~

In silico procjena
bioraznolikosti i
biopotencijala

Evaluacija bioloskog
potencijala /aktivnosti




Aktivnost 1: IstraZivanje bioloske raznolikosti i B':E()B&u
genetickih resursa morskih stanista (IRB)

Profiliranje bioraznolikosti

* Odabir ekoloskih nisSa

(geografska blizina- istraziti bioraznolikost i
geneticki potencijal u prirodno oCuvanim ili
podrucjima pod jakim antropogenim utjecajima)

Ronitelj
Ekspert

Kemijska
raznolikost

Bioloska

e Istrazivanja na razini DNA raznolikost

- Izolacija ukupne DNA

- Umnozavanje genetickih biljega — NGS
(i) standardni - za filogentske analize
(ii) specificni - za pronalazenje specificnih gena od biotehnoloskog znacaja

Bioinformatika

Stvaranje zbirke (repozitorija) DNA (ili kultiviraju¢ih mikroorganizama) prema
filogenetskim kategorijama i biotehnoloskom potencijalu
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IDENTIFICATION

Ar
+ DNAizolacija . ]
+ Umnozavanje 16S rRNA, ili ciljnih - | :
specifiénih gena ili kloniranje Y a0 o
ELAON TR

» Sekvenciranje DNA novim ":> SO

Klon generacijama sekvenatora (NGS) . N N

. . .‘.' »
* Filogenetske analize, izolacija gena P )
ANALzA | ©0dinteresa o2

e AbellaJet al, ESPR, Integron diversity in marine environments, 2015 , 20(22): 15215-15229
* DuranR, et al. Exploring Actinobacteria assemblages in coastal marine sediments under contrasted Human influences in
the West Istria Sea, Croatia (2015) Environ Sci Pollut Res Int. 20(22): 15360-15369




Spuzve i simbionti TJEDAN

) b Siliceous spicule, Archaeocyte Cyanobacteria, | Pinacocyte Eu FON DOVA

Osculum .“ %
Eho’:n::yle -_..../// 2 | @
- \Q 2 .
Mnogobrojne .

simbiotske
bakterije

Razlicite vrste
Spuzvi

Ute Hentschel, et al Nature Reviews Microbiology 10, 641-654 (2012)



Aktinobakterije su poznate po sintezi (~ 60%) antibiotika od
komercijalnog znacaja - npr. kod morskih spuzvi do 25% simbionata su
aktinobakterije

‘ i —OP3
| % of sequences in 1 : gt . .
| sponge-specific [ - - - Verrucomicrobia
clusters | — Lentisphaerae
0 : { —"Chlamydiae
Bl 1-25 i —==="""Planctomycetes
‘ =1 ~ andi : d
H 26-50 I sndidate phylum Poribacteria
¢ S A UL
T BEH

“"BRC1

W 76-100 ‘ ' e
. ‘ { __— Actinobacteria

| — e Gemmatimonadetes
I Nitrospirae
0.10 1 P e 20 TR

EE— Bacteroidetes
——"Caldithrix-Deferribacteres

——— Gamma-

| - I G-
pr———— proteobacteria

=" Alpha-
" Delta-
[ L =" Epsilon-
I TM6

A cidobacteria
— Cyanobacteria
=" Firmicutes

L “Fusobacteria
I irochaetes
— I hloroflexi

_— TM?7
" = ~ Armatimonadetes
= T OP11
=—0D1
—"BD1-5
“Deinococcus-Thermus
~0P1
" Thaumarchaeota
'Euryarchaeota
—"Fungi
~Other eukaryotes
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Bacteria

Archaea

Eukarya

Nature Reviews | Microbiology

Ute Hentschel, et al Nature Reviews Microbiology 10, 641-654 (2012)



TJEDAN

Aktivnost 2: Istrazivanje kemijske raznolikosti: identifikacija, i3
ekstrakcija, purifikacija, organsko-kemijska sinteza
(IRB, PBF, PTF, KTF)

> Ekstrakcija bioaktivnih molekula — konvencionalnim i novim tehnikama

> Optimizacija postupaka ekstrakcije/izolacije

Mikroenkapsulacija bioaktivnih molekula tehnikom susenja
rasprsivanjem

) Bioaktivhe molekule - baza za proizvodnju dodataka prehrani i/ili
) funkcionalnih proizvoda

¥




EKSTRAKCUA BIOAKTIVNIH MOLEKULA 1Z MORSKIH
ORGANIZAMA

KONVENCIONALNE TEHNIKE

Soxlet, maceracija, digestija, perkolacija

TJEDAN
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NOVE TEHNIKE

Ekstrakcija
potpomognuta
visokim tlakom
-HHPE

Ubrzana
ekstrakcija
otapalima-
ASE

J

Ekstrakcija
superkriticnim
fluidima - SFE

J

Ekstrakcija
potpomognuta
mikrovalovima-
MAE

J

Ekstrakcija

potpomognuta
hladnom

lazmom-HVED




EKSTRAKCUA

....... . =7 pOTPOMOGNUTA
MIKROVALOVIMA-

. SVSTEH STATUS .
‘ STATUS: LOAD CELL/OVEN WAIT ..,

MODE: STANDARD
MET#: 1 SEQ#: 1 LOCAL

TIME REMAINING: O
TIME STEP:
TEMP: SET 60 CACYUAL 60 c

PRESSURE
CELL 1 Z
BTLNIALB 1 VOLUME: 00 mL

s MENU to exit display

o000
m@ mmooo

— R———

EKSTRAKCUA
POTPOMOGNUTA
VISOKIM TLAKOM -

HHPE

MONITORING BIOAKTIVNIH
MOLEKULA

"

=

r H P‘L(lil UZU
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TJEDAN

EU FONDOVA


http://www.google.hr/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwiHj9Gso6rXAhUCORQKHcxtCwEQjRwIBw&url=http://www.speciation.net/Database/Instruments/Milestone-Srl/START-D--Microwave-Digestion-System-;i2571&psig=AOvVaw376e30qNMcisgQ_vRMPqDO&ust=1510068925914445
http://www.google.hr/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwiHj9Gso6rXAhUCORQKHcxtCwEQjRwIBw&url=http://www.speciation.net/Database/Instruments/Milestone-Srl/START-D--Microwave-Digestion-System-;i2571&psig=AOvVaw376e30qNMcisgQ_vRMPqDO&ust=1510068925914445
http://www.google.hr/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0CAcQjRw&url=http://www.mdpi.com/2076-3921/2/4/370/htm&ei=ih1xVKu6GIvAPPPUgLgE&bvm=bv.80185997,d.ZWU&psig=AFQjCNGMkSu1Vi7iP_c-OX5XE3Q07UF1pg&ust=1416785644284572
http://www.google.hr/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0CAcQjRw&url=http://www.mdpi.com/2076-3921/2/4/370/htm&ei=ih1xVKu6GIvAPPPUgLgE&bvm=bv.80185997,d.ZWU&psig=AFQjCNGMkSu1Vi7iP_c-OX5XE3Q07UF1pg&ust=1416785644284572

Aktivnost 3: Evaluacija bioloskog potencijala/aktivnost [E132 1A}
(IRB, UNIRI) EU FONDOVA

3.1. Biolosko testiranje na modelnim organizmima .
3.1.1. Procjena negativnih u¢inaka BAM
Procjena genotoksicnosti/mutagenosti:

AMES test (1ISO 16240:2005) - odredivanje mutagenog/kancerogenog potencijala
e AMESTEST ispitivanog uzorka na Salmonella typhimurium (sojevi
TA98 i TA100)

Komet test - detekcija oSte¢enja u molekuli DNA
- na embrijima zebrica (Danio rerio)

Mikronukleus (MN/ENA) test — na perifernoj
krvi odraslih zebrica ©®) @




Procjena toksicnog i teratogenog potencijala Tj EDAN

Test embriotoksicnosti na zebricama Danio rerio

3.1.2.

EU FONDOVA

mf 0

Procjena pozitivnih uc¢inaka BAM
Odredivanje multiksenobioticke otpornosti

na vodenim (zebrice) i kopnenim organizmima
(gujavice)

Procjena tkivnog biokemijskog profila i oksidativnog/
anitoksidativnog statusa, histoloskih promjena

molekularnim metodama

Procjena antimikrobnog potencijala — primjenom disk difuzijske
metode (Kirby-Bauer disk diffusion method)




o . o TJEDAN
3.2. Biolosko testiranje na stanicnim kulturama EU FONDOVA

3.2.1. Procjena citotoksicnosti — na stani¢nim linijama tumora,

normalnih fibroblastomai

tkivu ledne mozdine 4
(== -

3.2.2. Procjena antiproliferativnog ucinka na tumorske adherentne
stanice i stanice leukemije

- metabolicki testovi (MTT, fluorescentni resorufin) - vijabilnost stanica
odnosno mitohondrijska aktivnost

- metode analize stanicnog ciklusa, stanicne smrti, ekspresije gena
- metode proteomike - metode ucinaka (Western blot, pull dawn, analiza

ukupnog ekspresijskog profila uz pomo¢ metoda LC ESI-MS/MS i 2D MS/MS)




Aktivnost 4: In silico procjena bioraznolikosti i biopotencijala; TJEDAN
bioinformatic¢ka analiza sekvencioniranih organizama; prediktivno EU FONDOVA
modeliranje i analitika bioaktivnih spojeva (IRB, PBF)

Fuzija podataka i informacija, modeliranje i karakterizacija .

» Bioinformaticke analize sekvencioniranih organizama
= Razvoj i implementacija bioinformatickih alata za pretrazivanje, otkrivanje i
predvidanje genskih nakupina
= QOdredivanje mikrobne bioraznolikosti i biopotencijala uzorkovanih mikrobiomom
= QOdredivanje taksonomske raznolikosti pojedinog uzorka/stanista temeljem
analize 16S rRNA amplikona
= Dizajniranje pocetnica specificnih za ciljane genske produkte (geni ukljuc¢eni u
biosintezu)

» In silico karakterizacija bioaktivnih spojeva
" |ntegracija podataka o aktivnostima spojeva iz relevantnih baza i izvora podataka
OpenPHACTS, AntiBase .....GO, KEGG, NCI-DTP
= Modeliranje (QSAR+Docking) i predvidanje aktivnosti novih bioaktivnih molekula
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» Priprema, sastavljanje i optimiranje sastava hranjive podloga za uzgoj odabranih vrsta
radnih mikroorganizama za proizvodnju bioaktivnih supstanci

Aktivnost 5: Odrzivi bioprocesi za proizvodnju bioaktivnih
supstanci i povecanje njihovog mjerila (PBF)

» Odabir bioreaktorskog sustava i nac¢ina vodenja bioprocesa (Sarzni, Sarzni proces s
pritokom supstrata, polukontinuirani i kontinuirani) za uzgoj odabranih vrsta radnih
mikroorganizama za proizvodnju bioaktivnih suspstanci

» Odabir adekvatnih tehnoloskih operacija za izdvajanje bioaktivnih suspstanci u
velikom mijerilu, te formiranje optimalnog sustava za izdvajanje i procis¢avanje
odabranih bioaktivnih supstanci

» Procjena odrzivosti i formiranje integriranog bioprocesnog sustava za proizvodnju i
izdvajanje odabranih bioaktivnih supstanci

» lzrada procedure za povecéanje mjerila integriranog bioprocesnog sustava na temelju
istrazivanja provedenih u poluindustrijskom mjerilu
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Tetrahidroizokinolinske MeO
jedinice

Ecteinascidin 743
(Trabectedin; Yondelis)
izoliran iz karipskog tunikata .
Ecteinascidia turbinata
antitumorsko djelovanje

Halihondrini i Eribulin

japanska morska spuzva Halichondria
okadai (Uemura i sur.,1986 )

* nadenisuiudrugim spuzvama

visoko citotoksi¢an prema stanicama

A .o eV
leukemije u misSeva

Ziconotide (SNX-111; Prialt®)
e atipicni analgetik za lijeCenje teske i kroni¢ne boli (FDA, 2004)
* w-konotoksin izoliran iz morskog puza Conus magnum
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| Thr Cys——Ser — Arg—Leu— Met
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Istrazivanje u sklopu BioProCro EU FONDOVA
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1H-NMR spektar glukana iz alge Padina pavonica

Bioloska aktivnost/potencijal:
* imunostimulirajude djelovanje (primjena u akvakulturi)
* antioksidativno djelovanje
* antimikrobno djelovanje
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Sadrzaj publikacije/emitiranog materijala iskljuciva je odgovornost Instituta

Ruder Boskovié¢/Rozelindre Coz-Rakovac.



