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Preparativne tehnike u BFH proučavanjima

1. Za kvalitativnu i kvantitativnu analizu

• Testovi / eseji

• UV/vis spektrofotometrija 

2. Za vizuelizaciju molekula

• Mikroskopija

3. Za razdvajanje i identifikaciju molekula

• Hromatografija

• Centrifugiranje

• Elektroforeza
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Opšti algoritam za proučavanje proteina

Proteomika – naučna oblast koja se bavi proučavanjem proteina. 

Proučavanje proteina podrazumeva sledeće korake:

• Izolovanje i prečišćavanje nativnog proteina ili tzv. „masovna 
produkcija” rekombinantnog proteina dobijenog genetičkim 
inženjerstvom 

• Karakterizacija strukture proteina – osnovni podaci (masena
spektrometrija, CD, DSC)

• Kristalizacija proteina

• Određivanje 3D strukture (rendgeno-strukturna analiza, NMR)

• Matematičko modelovanje – računarska optimizacija strukture na 
osnovu experimentalnih podataka

Analogno, naučne oblasti koje se bave proučavanjem lipida, metala, 

metabolita su Lipidomika, Metalomika, Metabolomika.
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Primer: Želim da proučavam strukturu i 

funkciju enzima NADH dehidrogenaze koja 

se nalazi u unutrašnjoj membrani mitohondrija: 

imam dve opcije, da izolujem nativan protein ili 

da proizvedem rekombinantni protein.

Nativan protein

Rekombinantni protein

NADH 

dehidrogenaza 

Shematski prikaz ćelije (levo) i mitohondrije (desno)

unutrašnja membrana

https://www.istockphoto.com/

https://doi.org/10.1016/j.bbabio.2016.01.012

mitohondrije
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Rekombinantni protein

Rekombinantni protein nastaje translacijom informacione RNK koja 

je nastala transkripcijom rekombinantne DNK. 

(napomena: svaki protein nastaje translacijom iRNK koja je nastala 

transkripcijom DNK, ovde je ključna reč rekombinantna DNK)

Rekombinantna DNK ne postoji u prirodi, već nastaje kombinacijom različitih 

sekvenci koje molekularni biolog napravi za potrebe svog eksperimenta. 

Konkretno, mol. biolog uzima specifičnu gensku sekvencu (iz nekog organizma) 

koja kodira za željeni protein i ubacuje je u Escherichia coli plazmid.

Hromozomska DNK

Plazmidi
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E. coli ćelijaE. coli ćelije

rekombinantna 

DNK



PLAZMIDI 

Bakterije imaju dve vrste DNK, hromozomsku i ekstrahromozomsku. 

Ekstrahromozomska DNK ima strukturu kružnog lanca i zove se plazmid.

Plazmidi se nezavisno razmnožavaju od hromozomske DNK.

Ekstrahromozomska DNK sadrži samo gene koji su vezani za metaboličke 

aktivnosti ćelije: za inaktivaciju antibiotika, proizvodnju toksina itd. Ove aktivnosti 

omogućavaju bakteriji da preživi u drugim organizmima. 

Plazmidi se koriste za proizvodnju rekombinantnih proteina. Potrebno je izvaditi 

plazmid iz E. coli ćelije i od njega konstruisati vektor (to znači ubaciti u 

njega gen koji kodira za protein koji želimo da proizvedemo). Zatim taj vektor treba 

vratiti nazad u E. coli ćeliju, nakon čega je treba gajiti u određenim uslovima u 

kojima će se ona brzo razmnožavati. U toku razmnožavanja ćelija će doći do 

replikacije plazmidske (vektorske) DNK, zatim transkripcije ove DNK i na kraju do 

sinteze željenog rekombinatnog proteina.

E. coli ćelija 
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Vektor

3. Replikacija plazmidske DNK  

i sinteza željenog proteina

Rekombinantni 

plazmid (vektor)

Gen za

otpornost na

antibiotik

Gen (parče DNK)

koji kodira za 

željeni protein

Bakterijska  

hromozomska DNK

1. Konstrukcija vektora: 

ubacivanje strane DNK u 

plazmid

2. Transformacija: 

ubacivanje vektora u 

ćeliju domaćina (E. coli 

bez plazmida)

Plazmid

„sticky 

ends“

Ćelija E. coli

bez plazmida

7



Napravili smo protein – šta s tim?

Zašto nas interesuju strukture proteina?

Poznavanje strukture → poznavanje funkcije → razumevanje 

genetskih bolesti → genska terapija (ubacivanje gena za 

ekspresiju/inhibiciju željenog proteina ili korekciju mutacija).

Metode za određivanje strukture proteina:

1. Primarna – Edmanovo sekvenciranje + masena spektrometrija
2. Sekundarna – spektroskopije: FTIR, ramanska, CD, UV/vis, 

fluorescentna
3. Tercijarna i kvaternarna – rendgeno-strukturna analiza, NMR, 

elektronska mikroskopija 
(dodatne – CD, fluorescentna spektroskopija, DSC)
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Prvi korak u određivanju strukture proteina je 

dobijanje prečišćenog proteina, i za ovo se koriste 

centrifugiranje, hromatografija i elektroforeza.



1. Centrifugiranje je FH tehnika za razdvajanje komponenata iz smeše

prema njihovoj veličini, obliku, gustini i viskoznosti rastvora.

2. Hromatografija je FH tehnika za razdvajanje komponenata iz smeše

na osnovu različite interakcije komponenata sa stacionarnom i mobilnom 

fazom.

3. Elektroforeza je FH tehnika za razdvajanje komponenata iz smeše

koje se zasniva na migraciji naelektrisanih čestica kroz rastvor pod 

dejstvom spoljašnjeg električnog polja.

razdvajanje komponenata iz smeše = „prečišćavanje“ 

Ove tehnike su u nastavku objašnjene kroz njihovu primenu u 

prečišćavanju rekombinantnih proteina.

Fizičkohemijske tehnike za razdvajanje 

komponenata iz smeše
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Homogenizacija ćelije
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Koju smešu prečišćavamo ovim tehnikama? 

Za proučavanje proteina neophodno je prvo homogenizovati ćelije. Homogenizacija ćelija 

je postupak kojim se dobija homogena suspenzija ćelijskog sadržaja. Podrazumeva 

razlaganje svih membrana i dobijanje suspenzije koja sadrži organele, proteine i nukleinske 

kiseline. Na slici niže je prikazano 4 primera postupaka homogenizacije (ima ih još), a koji 

od njih će se koristiti zavisi od tipa ćelija. Najjednostavniji postupak homogenizacije je 

korišćenjem avana i tučka. 

Pre homogenizacije se ćelije (tkivo) obično zamrzavaju u tačnom azotu kako bi ćelije pukle. 



Podela prema brzini centrifugiranja:

Sporo – brzina do 10.000 obrt min-1 

Srednje – brzina od 10.000 do 20.000 obrt min-1

Ultracentrifugiranje – brzina veća od 20.000 obrt min-1

Podela prema nameni:

Preparativno – za izolovanje (odvajanje) različitih čestica iz smeše.

Analitičko – za merenje fizičkih osobina izolovanih čestica.

supernatant

talog

1. Centrifugiranje – podela, terminologija

Terminologija:

• Talog

• Supernatant (rastvor ili 

suspenzija iznad taloga)
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2. Hromatografija – princip, terminologija

U hromatografskoj koloni se nalazi stacionarna faza koja može biti tečna ili čvrsta, 

a razdvajanje se vrši dodavanjem mobilne faze koja može biti tečna ili gasna. 

U skladu sa ovim, hromatografija može biti tečno-tečna, tečno-čvrsta, gasno-tečna i 

gasno-čvrsta. Hromatografija prikazana na slici niže je tečno-čvrsta. 
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Analit – drugi naziv za uzorak, u

prikazanom slučaju to je smeša koju

sipamo na vrh kolone i koju želimo da 

razdvojimo.

Eluent – supstancija koju dodajemo da bi 

smo izvršili razdvajanje, u slučaju tečne

hromatografije to je odgovarajući pufer

koji silazi kroz kolonu i razdvaja uzorak. 

Eluat – ono što smo dobili eluacijom

(ispiranjem kolone), to je rastvor u kome

su eluirane komponente + eluent.
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Retenciono vreme – vreme potrebno

jednoj komponenti iz smeše da prođe kroz

kolonu, od momenta ulaska u kolonu do 

momenta detekcije. Veoma zavisi od 

kolone i mora se definisati za svaku

kolonu.

Hromatogram – grafički prikaz rezultata 

hromatografskog razdvajanja, npr. grafik 

zavisnosti intenziteta signala u funkciji 

retencionog vremena.

Hromatograf – instrument kojim se vrši 

hromatografsko razdvajanje, npr. gasni 

hromatograf.

Princip hromatografskog razdvajanja se zasniva na činjenici da komponente u 

smeši imaju različit afinitet prema mobilnoj i stacionarnoj fazi, što zavisi od njihove 

rastvorljivosti u mobilnoj fazi i njihovoj adsorpciji na stacionarnoj fazi. Obe 

karakteristike zavise od polarnosti komponenti u smeši.



Uzima se 1 kolonija i stavlja u 

50 mL medijuma (tzv. kultura) 

sa antibioticima (karbenicilin i 

hloramfenikol, inhibiraju rast 

neželjenih bakterija bez 

oštećivanja E. coli).

Uzima se 6 ml kulture i dodaje u 1 L 

medijuma za gajenje ćelija. 

Posle 18h, indukujemo ekspresiju gena koji kodira za 

željeni protein dodatkom IPTG (izopropil-1-tio--D-

galaktopiranozid), 20h@17C. Na kraju dobijamo 

bakterijske suspenzije koje dalje koristimo za 

izolaciju željenog proteina.

Proizvodnja rekombinantnih proteina

Inkubator za gajenje ćelija
Bakterijske kolonije 

u petrijevoj šolji

Inkubator sa šejkerom
kultura

12h@37C

18h@37C



Sad su bakterije u suspenziji, treba da se istalože.

To se radi CENTRIFUGIRANJEM.

Centrifugiranje je tehnika za razdvajanje ili prečišćavanje čestica iz 

suspenzije prema njihovoj veličini, obliku, gustini i viskoznosti 

rastvora. 

Ovo su bila prva dva koraka u proizvodnji rekombinantnih proteina:

Gajenje ćelija

Ekspresija gena koji kodira za protein koji želimo da proizvedemo. 

Dodatkom odgovarajuće supstancije (IPTG) se trigeruje transkripcija 

specifičnog gena i translacija (sinteza) željenog proteina.

1

2
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Taloženje bakterija centrifugiranjem u trajanju od 20 min, brzina 4000 

obrt min-1 na 4 C. 

Talog sa ćelijama se rastvori u puferu (Tris, Hepes) i naglo zamrzava u 

tečnom azotu. 

Odmrzne se pa se zamrzne još jednom – da bi ćelije pukle.

Homogenizacija ćelija centrifugiranjem 30 min u ultracentrifugi 

brzinom od 45000 obrt min-1 na 4 C. 

3
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5

3

4
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• Prespemo supernatant u novu tubicu.

• Treba istaložiti protein, dodaje se 40% 

rastvor (NH4)2SO4, u toku 45 min na 4 C 

• Centrifug 20 min, 15 kobrt min-1, 4 C

Talog: membrane + organele

Supernatant: proteini + DNK

• Prespemo supernatant u novu tubicu.

• Treba skloniti DNK, taloženjem sa 

streptomicin sulfatom.

• Centrifug 20 min, 15 kobrt min-1, 4 C

Talog: DNK

Supernatant: proteini

Talog sa proteinom treba da se rastvori u Tris 

puferu i da se čuva na -80 C.

Nakon homogenizacije, u tubici imamo izdvojen talog sa membranama i organelama 

koji odbacujemo, i supernatant koji dalje koristimo:

6

7

Talog: proteini

8
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Sad imamo rastvor rekombinantnog proteina ali je on slan.

Treba da se odsoli.

Za odsoljavanje se koristi HROMATOGRAFIJA, i to

gel hromatografija 

(sinonimi: gel filtracija, ekskluziona hromatografija) 

Gel hromatografija je hromatografska tehnika koja se zasniva na 

razlici u sposobnosti komponenata iz smeše da prodiru u pore 

umreženog gela i koristi se za razdvajanje makromolekula prema 

njihovoj veličini.

Mali molekuli lako ulaze u gel i tu se zadržavaju neko vreme. Veći 

molekuli (proteini) ne mogu da uđu u pore, već se spiraju (eluiraju) 

niz kolonu odgovarajućim puferom. 

Brzina izlaska molekula iz kolone obrnuto je proporcionalna masi 

molekula. 

9
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frakcioni 

kolektor

hromatografska 

kolona

peristaltička 

pumpa

1918



FPLC - Fast Protein Liquid Chromatography

FPLC se koristi za razdvajanje komponenti 

iz smeše.

FPLC je različito od HPLC (High 

performance liquid chromatography). 

FPLC je preparativna tehnika, HPLC je 

analitička tehnika.

Postoje još:

UHPLC - Ultra high performance liquid 

chromatography

UPLC - Ultra performance liquid 

chromatography

Modernija verzija prethodne hromatografske postavke
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rastvarači

kontrolni 

modul

degaser

pumpa

injektor

detektor

kolone

HPLC - tečna hromatografija visokih performansi

HPLC se koristi za kvali i kvanti analizu tečnih uzoraka, npr. za 

identifikaciju aminokiselina prilikom određivanja primarne strukture 

proteina u Edmanovom sekvenciranju.



Smeša 3 komponente

HPLC

Hromatogram



Komercijalno dostupne kolone – već su napunjene gelom: Sephadex 

(kroslinkovan dekstran) i/ili MabSelect PrismA smola (kroslinkovana agaroza 

koja sadrži specifičan ligand za stabilizaciju)

www.cytivalifesciences.com

Ligand (boja) - Cibacron Blue F3G-A
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www.cytivalifesciences.com
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Gel hromatografija može da se radi bez korišćenja 

peristaltičke pumpe (koja konstantnom brzinom 

uvodi eluent u kolonu). U tom slučaju se eluacija 

odvija usled dejstva gravitacije, a kolona koja može 

da se koristi je prikazana na slikama. 



Kad smo hromatografijom odsolili protein ostaje rastvor koji sigurno sadrži 

smešu proteina koji su nastali prilikom ekspresije 

1) gena u plazmidu ali i 2) gena iz hromozomske bakterijske DNK. 

Nama treba samo iz 1.

Zato je sledeći korak prečišćavanje proteina, i to se radi 

jonoizmenjivačkom hromatografijom. 

Razdvajanje komponenata iz smeše jonoizmenjivačkom 

hromatografijom vrši se na osnovu razlike u sposobnosti 

komponenata da razmenjuju jone sa molekulima matriksa.

Eluacija: promenom pH ili jonske jačine (pufer + 10-300 mM NaCl) se 

smanjuju elektrostatičke interakcije između proteina i jonoizmenjivača i 

jedan po jedan protein se ispiraju iz kolone.

Na kraju treba proveriti da li smo dobili protein koji smo hteli.

To se radi elektroforezom.

Proizvodnja rekombinantnih proteina - nastavakProizvodnja rekombinantnih proteina - nastavak
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Elektroforeza je tehnika za razdvajanje komponenata iz smeše

koje se zasniva na migraciji naelektrisanih čestica kroz rastvor

pod dejstvom spoljašnjeg električnog polja.

Mogu da se razdvajaju nativni i denaturisani proteini.

Za proveru čistoće proteina se obično koristi SDS-PAGE:

SDS-PAGE elektroforeza je elektroforetska tehnika koja se koristi za 

razdvajanje denaturisanih proteina iz smeše prema njihovoj veličini, tj. 

molekulskoj masi. 

Denaturacija: 2-merkaptoetanolom se redukuju S-S veze + anjonski 

deterdžent natrijum dodecil sulfat (SDS) se vezuje za protein svojim 

hidrofobnim repom.
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3. Elektroforeza



Na molekul (u rastvoru) koji se nalazi u električnom polju 

deluju dve sile:

Fe = zE

Ft = 6rv

Kada se uspostavi ravnoteža između Fe i Ft, molekul počinje

da se kreće konstantnom (stacionarnom) brzinom (v):

zE = 6rv

v = zE / 6r

Uobičajeno je da se umesto stacionarnih brzina, koje zavise

od jačine spoljašnjeg polja, upoređuju pokretljivosti

naelektrisanih čestica (u):

u = v/E = z/6r
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Šta utiče na elektroforetsku pokretljivost?

tj. zašto u toku elektroforeze dolazi do razdvajanja?

I Karakteristike uzorka 

1. Radijus (tj. molarna masa)

2. Naelektrisanje (ovo zavisi i od pH rastvora)

3. Oblik (utiče na trenje; ako su molarne mase iste, 

globularni proteini će se kretati brže nego

fibrilarni)

Razlike u ovim karakteristikama su odgovorne za 

činjenicu da dolazi do razdvajanja, a to omogućava 

identifikaciju poređenjem sa standardima.

II Eksperimentalni parametri

1. Napon (struja)

2. Izbor pufera

3. Izbor gela

u = z/6r

Ali, kod SDS-PAGE

• proteini su denaturisani 

• svi imaju isti oblik 

(štapićasti) 

• svi su uniformno 

negativno naelektrisani 

(vezuju 1,4 g SDS po 1 g 

proteina).

• tj. imaju isti odnos z/r

Razdvajaju se samo 

prema Mr 

Veće Mr znači sporije 

kretanje kroz gel (efekat 

molekulskog sita ) 
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Markeri

Na slici je prikazan rezultat SDS-PAGE-a: elektroforegram 5 uzoraka 

proteina i markera (standardi poznate molekulske mase).

1           2         3          4           5   Početak 

elektroforeze

Kraj 

elektroforeze

+

Mr (kDa)

Šta možemo da 

vidimo na 

elektroforegramu? 

Na primer:

uzorak #1 sadrži 

veliki broj proteina 

različite Mr

uzorak #5 sadrži 

samo jedan protein 

sa Mr  35 kDa.



GELOVI za elektroforezu

Skrob – sposobnost razdvajanja komponenti je veoma dobra, ali je 

mana što se ne može kontrolisati veličina pora.

Agaroza – obično se koristi za razdvajanje molekula velike Mr.

Poliakrilamid – mogu se sintetisati gelovi sa različitim veličinama pora, 

različitim odnosom komponenti gela, akrilamida i bisakrilamida, zbog 

čega je gel veoma pogodan za razdvajanje proteina i nukleinskih

kiselina. 

Agaroza-akrilamid – agaroza pruža fizičku potporu za nisko-procentni

akrilamid gel koji omogućava efekat tzv. molekulskog sita (potrebnog za 

oštru rezoluciju). 

PUFERI za elektroforezu

• Izbor pufera zavisi od tipa uzorka.

• Mogu biti formatni, citratni, fosfatni, bikarbonatni, EDTA, acetatni, 

piridinski, Tris, Hepes. Jonska jačina od 50 – 100 mM.

• pH pufera utiče na elektroforetsku pokretljivost komponenti jer 

povećava/smanjuje jonizaciju aminokiselina.

30



Horizontalna elektroforeza

Primarno se koristi za razdvajanje 

nukleinskih kiselina.

Vertikalna elektroforeza

Primarno se koristi za razdvajanje 

proteina.
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Vežba 3 iz BFH1: Elektroforetsko razdvajanje boja



Pharmacia LKB PhastSystem

Automatizovan sistem za elektroforetsko razdvajanje i bojenje

razdvajanje bojenje

Gotovi gelovi

Elektroforegram


