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I:

Zasto analiza proteina?



ZaZaššto analiza proteina?to analiza proteina?

DNK DNK -- geni  geni  
•• Oko 20,000 gena + regulaOko 20,000 gena + regulatornihtornih elementelementaa
•• ŠŠta ta to govori to govori o funkciji i o funkciji i iinterakcijinterakciji
•• Kako gen vrKako gen vršši funkciju?i funkciju?•• Kako gen vrKako gen vršši funkciju?i funkciju?

RNK RNK -- medimedijjator informacije izmedju gena i proteinaator informacije izmedju gena i proteina
•• Broj? Broj? 

PROTEINPROTEIN

•• ŠŠta ta to govorito govori o funkciji i Interakcijio funkciji i Interakciji
•• Kako taj mediKako taj medijjator vrator vršši funkciju?               i funkciju?               

PROTEIN PROTEIN –– krajni krajni proizvodproizvod genske ekpresijegenske ekpresije
•• Broj? Broj? Sigurno preko 100,000 mozda i 200,000Sigurno preko 100,000 mozda i 200,000
•• IIzzoforme, postoforme, post--translatranslaccionionee modifimodifikkaacciijeje,,IIzzoforme, postoforme, post translatranslaccionionee modifimodifikkaacciijeje, , 
kovalentne i nekovalentne, kovalentne i nekovalentne, reverzibilne reverzibilne i i 
ireverzibilne (permenantne)ireverzibilne (permenantne)



Prednost analize proteina u poredjenju sa Prednost analize proteina u poredjenju sa 
analizom DNK ili RNKanalizom DNK ili RNK

1.1. Manje manipulacije uzorkom pre analizeManje manipulacije uzorkom pre analize

22 N t b lifik ijN t b lifik ij čč tt2.2. Nema potrebe za amplifikacijom poNema potrebe za amplifikacijom poččetnog etnog 
uzorka uzorka 

•• Mali rizik od kontaminacije Mali rizik od kontaminacije 

3.3. Dobijeni podaci su na nivou supstrata, koji Dobijeni podaci su na nivou supstrata, koji 
je obično predmet je obično predmet deldelovanjaovanja farmakolofarmakološškikih h 
agenagenaasasaagenagenaasasa

4.4. U zavisnosti od primenjene tehnike, moU zavisnosti od primenjene tehnike, možže e 
se istovremeno analizirati od 1 do 20 000se istovremeno analizirati od 1 do 20 000se istovremeno analizirati od 1 do 20,000 se istovremeno analizirati od 1 do 20,000 
proteina i njihovih modifikacijaproteina i njihovih modifikacija



UzorciUzorci

Uopsteno, za analizu proteina Uopsteno, za analizu proteina se se mogu mogu 
koristitikoristiti tri vrste uzorka:tri vrste uzorka:koristiti koristiti tri vrste uzorka:tri vrste uzorka:

1.1. Eksperimentalni sistem Eksperimentalni sistem ććelijske elijske 
kulturekulturekulturekulture

2.2. MikrobioloMikrobiološški uzorakki uzorak

3.3. Uzorak od pacijentaUzorak od pacijenta



II:II:

TehnikeTehnike zaza razdvajanjerazdvajanje ii identifikacijuidentifikaciju
proteinaproteina –– opstiopsti konceptikonceptipp pp pp



Elektroforeza na gelu Elektroforeza na gelu od pod poliakrilamidoliakrilamidaa

•• ZajedniZajedniččko ime za niz elektroforetskih ko ime za niz elektroforetskih 
procedura koje:procedura koje:

•• vrse vrse razdvajanje razdvajanje proteina po proteina po 
liličči ii iveliveliččiniini

•• posle posle razdvajanje razdvajanje omoguomoguććavaju avaju 
id tifik ij tih i tihid tifik ij tih i tihidentifikaciju poznatih i nepoznatih identifikaciju poznatih i nepoznatih 
proteina od interesaproteina od interesa

•• omogućavajuomogućavaju kvantifikacijukvantifikaciju•• omogućavaju omogućavaju kvantifikaciju kvantifikaciju 
poznatih proteinapoznatih proteina

•• omogućavajuomogućavaju identifikacijuidentifikaciju•• omogućavaju omogućavaju identifikaciju identifikaciju 
nepoznatih proteinanepoznatih proteina



Opšti principi iOpšti principi izolacijzolacijee pproteina:roteina:

PreparacijaPreparacija UzorkaUzorkaPreparacijaPreparacija UzorkaUzorka

• liziranje celija – hipotoni pufer sa
deterdzentom (NP40 ili Triton X-100)deterdzentom (NP40 ili Triton X-100)

• izdvajanje citoplazme centrifugiranjem

• merenje koncentracije proteina (Bradford 
ili Lowry Assay)

t j t i f• rastvaranje proteina u puferu

ZatimZatim separacijaseparacija proteinaproteina nanaZatimZatim separacijaseparacija proteinaproteina na na 
akrilamidakrilamidnom nom gelgeluu



AkrilamidAkrilamidnini gel 1:  Akrilamidgel 1:  Akrilamid

Akrilamid ili 2-propenamid:
f l C H NO• formula:  C3H5NO

Karakteristike:
• beli kristal
• rastvoran u vodi, etanolu, 
hloroformu i etruhloroformu i etru

Opasnost:
• neurotoksin
• kumulativna periferna paraliza
• maska i rukavice kad se radi sa• maska i rukavice kad se radi sa 
monomerima 



AkrilamidAkrilamidnni gel 2:  polimei gel 2:  polimerrizacija akrilamidaizacija akrilamida

Sastav poliakrilamidnog gela:

1.akrilamid (39) : bisakrilamid (1)
2.Tris-HCl  - pH 6.8/8.8p
3.Amonijum persulfat
4.TEMED
5 H O5.H2O  

6.Natrijum dodecilsulfat (SDS)



Razdvajanje Razdvajanje proteina: proteina: PPolioliAAkrilamid krilamid GGel el 
EElektroforeza (PAGE)lektroforeza (PAGE)

N š j k l i t

plastična 
kadica

Nanošenje uzorka na gel pipetom
katoda

pufer

gel
anoda

μ Mobilnost molekulagel μ- Mobilnost molekula

V- Brzina molekula

E- Jačina električnog polja

Z Neto naelektrisanje

pufer

Z- Neto naelektrisanje 
molekula

f- Frikcioni koeficijent



III:III:

Elektroforeza na gelu od pElektroforeza na gelu od polioliaakrilamidkrilamidaa



SDSSDS--PAGE: PAGE: razdvajanje razdvajanje proteina po  proteina po  
molekulskoj masimolekulskoj masi

Primarna struktura: Linearni niz amino 
kiselina koje su međusobno povezane 
peptidnim vezama.

S k d t kt O ič t ktSekundarna struktura: Ograničena struktura 
koja nastaje kada se ne-susedne amino 
kiseline povežu vodoničnim vezama.

Tercijerna struktura: Uvijanje jednog 
polipeptidnog lanca u globularnu strukturu.
Nastalo povezivanjem pojedinačnihNastalo povezivanjem pojedinačnih 
udaljenih amino kiselina nekovalentnim 
vezama .
Kvatenerna struktura: Kada je proteinKvatenerna struktura: Kada je protein 
izgrađen od više od jednog polipeptidnog 
lanca. 



SDSSDS--PAGE: PAGE: razdvajanje prazdvajanje proteina roteina ppoo
molekulskoj masi molekulskoj masi 11

SDS:SDS:SDS: SDS: 
Deterdžent:  Natrijum dodecil sulfat  
(SDS) se koristi da obloži(SDS) se koristi da obloži
proteine u rastvoru.

Jedan SDS molekul se vezuje za dve j
AK u rastvoru.

SDS ima negativno naelektrisanje 
kojim se neutrališe naelektrisanje 
proteina tako da razdvajanje proteinaproteina tako da razdvajanje proteina 
zavisi isključivo od njihove mase.



SDSSDS--PAGE: PAGE: razdvajanje prazdvajanje proteina roteina ppo o 
molekulskoj masi molekulskoj masi 22

ΒΒ--MerkaptoetanolMerkaptoetanolΒΒ--MerkaptoetanolMerkaptoetanol

• Sluzi kao redukciono sredstvo za 
di lfid tdisulfidne mostove

• Neophodno sredstvo kad se vrsi p
analiza denaturisanih polipeptida

• Bez β-Merkaptoetanola dimeriBez β-Merkaptoetanola dimeri 
spojeni disulfidnim mostovima bi 
migrirali kao jedan protein cija masa  
j d i iti t ije veca od mase ispitivanog proteina



SDSSDS--PAGE: PAGE: razdvajanje prazdvajanje proteina roteina ppo o 
molekulskoj masi molekulskoj masi 33

A             BA             B

Efekat SDS i Efekat SDS i ββ--mmerkaptoetanola erkaptoetanola 
na rezoluciju proteina u geluna rezoluciju proteina u gelu

A. Jednolancani polipeptid
• Denaturacija lanca SDS-om

B. Dvolancani polipeptid spojen
disulfidnim mostomdisulfidnim mostom
• Razdvajanje dva polipeptidna

lanca β-Merkaptoetanolom i
denaturacija lanca SDS omdenaturacija lanca SDS-om



SDSSDS--PAGE: PAGE: razdvajanje prazdvajanje proteina roteina ppo o 
molekulskoj masi molekulskoj masi 44

A             BA             B

KLJUKLJUČČNI KONCEPT:NI KONCEPT:

•• Zbog SDSZbog SDS--a i a i ββ--
Merkaptoetanola, SDSMerkaptoetanola, SDS--
PAGE vrsi separaciju PAGE vrsi separaciju 
proteina iskljucivo na proteina iskljucivo na 
osnovu osnovu molekulske mase molekulske mase 
pojedinačnihpojedinačnih polipeptidapolipeptida



Nativna Nativna eelektroforezalektroforeza: : razdvajanje prazdvajanje proteina roteina uu
nnativnoj ativnoj kkonformaciji (Native PAGE)onformaciji (Native PAGE) 11

ElektroforezaElektroforeza bezbez SDSSDS ii ββ--MerkaptoetanolaMerkaptoetanolaElektroforezaElektroforeza bezbez SDS SDS ii ββ MerkaptoetanolaMerkaptoetanola

• Protein je u nativnoj
kvaternernoj strukturi

• Separacija proteina po
velicini i po kolicini
pozitivnog naboja



Nativna Nativna eelektroforezalektroforeza: : razdvajanje prazdvajanje proteina roteina uu
nnativnoj ativnoj kkonformaciji (Native PAGE)onformaciji (Native PAGE)

ElektroforezaElektroforeza bezbez SDS SDS ii ββ--MerkaptoetanolaMerkaptoetanola

• Korist: Detekcija proteinskih• Korist:  Detekcija proteinskih
oligomera

• Dimerizacija, trimerizacija, 
itd., proteina



ViVizzuueelizacija proteina posle separacijlizacija proteina posle separacije e 
nativnonativnomm PAGE ili SDSPAGE ili SDS--PAGE: 1PAGE: 1

Popularne  i jednostavne tehnike za viPopularne  i jednostavne tehnike za vizzuueelliizaciju proteina zaciju proteina 
u gelu:  Detekcija svih proteina u uzorkuu gelu:  Detekcija svih proteina u uzorku
•• problemproblem: nespecifi: nespecifiččnost i mala sennost i mala senzzitivnostitivnost

CoomasieCoomasie Blue                               Silver Staining Blue                               Silver Staining 



ViVizzuueelizacija proteina posle separacijlizacija proteina posle separacijee
nativnonativnomm PAGE ili SDSPAGE ili SDS--PAGE: 2PAGE: 2

Western BlottingWestern BlottingWestern Blotting Western Blotting 
(Immunoblotting):(Immunoblotting):

•• imunodetekcija imunodetekcija 
individualnih proteinaindividualnih proteina

•• najsennajsenzzitivnija i itivnija i 
najnajspecifispecifiččnija metodanija metoda



IV:IV:

Western Blot Western Blot iliili ImmunoblotImmunoblot



Western Blot ili Imunoblot:   Western Blot ili Imunoblot:   

Opšti principOpšti princip:  Imunolo:  Imunološška detekcija ka detekcija pojedinihpojedinih
proteina posle separacije uzorka PAGEproteina posle separacije uzorka PAGE--om (Nativni om (Nativni 
PAGE ili SDSPAGE ili SDS PAGE)PAGE)PAGE ili SDSPAGE ili SDS--PAGE)  PAGE)  

•• najnajččeešćšće upotrebe upotrebljljavana tehnika za detekcijuavana tehnika za detekcijunajnajččeešćšće upotrebe upotrebljljavana tehnika za detekciju avana tehnika za detekciju 
specifispecifiččnih proteinnih proteinaa u u ććelijieliji
•• prednosti i razlozi velike upotrebe Western Blotprednosti i razlozi velike upotrebe Western Blot--a:a:

•• sensenzzitivnostitivnost 5 pg proteina5 pg proteina•• sensenzzitivnost itivnost -- 5 pg proteina5 pg proteina
•• specifispecifiččnost nost –– iizzoforme proteina, lokaoforme proteina, lokalizalizacijacija u u 
ćelijićeliji, post, post--transtranskkripripccionionee modifikacije itd. modifikacije itd. 



Western Blot ili Imunoblot:   Western Blot ili Imunoblot:   

PostupakPostupak::pp
1.1. Nativni PAGE ili SDSNativni PAGE ili SDS--PAGEPAGE
2.2. ElektroforetElektroforetsski transfer proteina na nitroceluloki transfer proteina na nitrocelulozznu nu 

membranumembranumembranumembranu
3.3. Blokiranje nespefiBlokiranje nespefiččnih interakcija antitela nih interakcija antitela ii membrane membrane 

mlekommlekom
44 Inkubacija membrane sa primarnim (specifiInkubacija membrane sa primarnim (specifiččnimnim4.4. Inkubacija membrane sa primarnim (specifiInkubacija membrane sa primarnim (specifiččnim nim 

antitelom)antitelom)
5.5. Ispiranje viIspiranje višškkaa primarnog antitela sa membraneprimarnog antitela sa membrane
66 I k b ijI k b ij bb kk d i tit ld i tit l6.6. Inkubacija mInkubacija meembrane sa sembrane sa sekkundarnim antitelom undarnim antitelom za za 

koje je “koje je “prikaprikaččenen”” enzim koji omoguenzim koji omoguććava vizualizaciju ava vizualizaciju 
lokacije proteina na membranilokacije proteina na membrani

7.7. ViVizzuueelizacija produkta enzimlizacija produkta enzimske reakcijeske reakcije posle posle 
dodavanja sudodavanja suppstratstrata za enzima za enzim (obi(običčno no 
hemilumhemilumiinisnisccenencca)a)



Western Blot ili Imunoblot:   Western Blot ili Imunoblot:   



Western Blot ili Imunoblot:   Western Blot ili Imunoblot:   



Western Blot ili Imunoblot: Primer Western Blot ili Imunoblot: Primer PrimenePrimene



V:V:V:V:

Druge tehnike razdvajanje i identifikacijeDruge tehnike razdvajanje i identifikacije
proteina – proteomika



2D2D--SDSSDS--PAGEPAGE: : Razdvajanje Razdvajanje proteina po proteina po 
iizzoelektrioelektričnčnoojj tataččkiki ii molekulmolekulskojskoj masi: 1masi: 1

NajmoNajmoććnija tehnika zanija tehnika za razdvajanjerazdvajanje proteina zatoproteina zatoNajmoNajmoććnija tehnika za nija tehnika za razdvajanjerazdvajanje proteina zato proteina zato 
ššto:to:

1 P t i i d j j i l kt ič j t čki1.Proteini se prvo razdvajaju izoelektričnoj tački
(pI)

2.Zatim se proteini razdvajaju pomoću SDS-PAGE 
po molekulskoj masi

3.Kombinacija te dve tehnike za separaciju proteina 
daje takvu rezoluciju da moze da se simultanodaje takvu rezoluciju da moze da se simultano 
vizuelizuje do 20,000 proteina u nekim uzorcima

• Realno oko 1,000 



2D2D--SDSSDS--PAGEPAGE: : Razdvajanje Razdvajanje proteina po proteina po 
iizzoelektrioelektričnoj tačnoj taččkiki ii molekulmolekulskojskoj masi: 2masi: 2

Sta je iSta je izzoelektrioelektriččnna tackaa tacka (pI)?(pI)?jj ( )( )

•• pH na kojoj je protein 100% neutralanpH na kojoj je protein 100% neutralan
•• proteini su komplekproteini su komplekssnnii molekulmolekulii sa posa pozzitivnim iitivnim i•• proteini su komplekproteini su komplekssnnii molekulmolekulii sa posa pozzitivnim i itivnim i 
negativninegativnimm nabojnabojemem na raznim mestima po duna raznim mestima po dužžini niza ini niza 
amino kiselina (npr. serini i glutamati)amino kiselina (npr. serini i glutamati)
•• proteini se medjusobno razlikuju po proteini se medjusobno razlikuju po brojbroju i rasporedu u i rasporedu 
popozzitivnih i negativnih nabojaitivnih i negativnih naboja
•• pri pH koji odgovara pI ukupan zbirpri pH koji odgovara pI ukupan zbir negativnih negativnih ii
popozzitivnih naboja na proteinu je nulaitivnih naboja na proteinu je nula

naboj specifinaboj specifiččnih amino kistelina zavisi donih amino kistelina zavisi donekle odnekle od•• naboj specifinaboj specifiččnih amino kistelina zavisi donih amino kistelina zavisi donekle od nekle od 
pH pH uslovauslova



2D2D--SDSSDS--PAGEPAGE: : Razdvajanje Razdvajanje proteina po proteina po 
iizzoelektrioelektričnojčnoj tataččkiki ii molekulmolekulskojskoj masi: 2  masi: 2  

pIpI u u separacijiseparaciji proteinaproteina:  :  imobilizovaniimobilizovani pH pH gradigradijjentientijj gg jj
•• nprnpr. . ImmobilonImmobilon gel membrane gel membrane ii iizzoelektricnooelektricno fokusiranjefokusiranje
•• primer primer jeje samosamo jedanjedan protein, protein, aliali naravnonaravno u u uzorkuuzorku susu 10001000--a a 
•• svakisvaki sasa drugacijemdrugacijem pIpI I I masommasomg jg j pp



KliničkKliničkaa primena Western blotprimena Western blot--aa

U dijagnostici:U dijagnostici:

D t k ij i t C6 tid B li b d f iD t k ij i t C6 tid B li b d f i•• Detekcija prisustva C6 peptida Boreliae burgdorferi Detekcija prisustva C6 peptida Boreliae burgdorferi ––
Lajmska bolestLajmska bolest

•• Detekcija oligoklonalnih traka porekla imunoglobulina uDetekcija oligoklonalnih traka porekla imunoglobulina u•• Detekcija oligoklonalnih traka porekla imunoglobulina u Detekcija oligoklonalnih traka porekla imunoglobulina u 
likvoru (multipla skleroza)likvoru (multipla skleroza)

•• Definitivna potvrda dijagnoze za prionske bolesti kao štoDefinitivna potvrda dijagnoze za prionske bolesti kao što•• Definitivna potvrda dijagnoze za prionske bolesti kao što Definitivna potvrda dijagnoze za prionske bolesti kao što 
je spongiformna encefalopatija (BSE, ‘bolest ludih je spongiformna encefalopatija (BSE, ‘bolest ludih 
krava'). krava'). 



KliničkKliničkaa primena Western blotprimena Western blot--aa

U dijagnostici:

•• Potvrda prisustva antiPotvrda prisustva anti--HIV antitela u serumuHIV antitela u serumu
(proteini iz celija inficiranih HIV-virusom se razdvoje 
elektroforezom i prenesu na membranu. Ispitivani serumi se 
zatim nanesu analogno kao što se na membranu staljazatim nanesu analogno kao što se na membranu stalja 
primarno antitelo; ne-vezano antitelo će se isprati, i dodaje se 
sekundarno antitelo na humani IgG, za koje je vezan enzim. 
Trake koje su se obojile pokazuju u kojem od ispitivanih j j p j j p
seruma se nalaze antitela na HIV

•• U dijagnostici sepse (prokalcitonin i njegovi razgradni U dijagnostici sepse (prokalcitonin i njegovi razgradni 
proizvodi) proizvodi) – mada postoje i komercijalni kitovi (enzimski)


