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1. UVOD

Proteini su kljuéne makromolekule koje, osim $to su sastavni dio grade stanica,
sudjeluju u brojnim bioloSkim procesima. Njihova vaznost cCini ih predmetom
istrazivanja u biologiji, biotehnologiji, biomedicini, farmaceutskoj i prehrambenoj
industriji i sl. Kvalitativha analiza proteina uklju€uje odredivanije i/ili potvrdu strukture,
kao i fizikalno-kemijskih svojstva (pl, molekulska masa, itd.) te je od izuzetne vaznosti
za razumijevanje njihove uloge i interakcija u bioloSkim sustavima. To¢no odredivanje
molekulske mase proteina omogucuje identifikaciju proteina, ali i provjeru Cistoce
proteina dobivenih npr. genetiCkim inzenjeringom te je upravo odredivanje navedenog

svojstva neizostavan dio analize proteina.

Medu razliitim tehnikama za odredivanje molekulske mase, analitiCko
centrifugiranje, elektroforeza u gelu i spektrometrija mase istiCu se kao vrlo znacajne i
efikasne metode koje pruzaju pouzdane rezultate. Ipak, svaka od spomenutih metoda
posjeduje svoje specificne prednosti i nedostatke, a odabir metode ovisi o prirodi
proteina od interesa i odgovaraju¢im zahtjevima analize. Spektrometrija mase, kao
najsuvremenija i najsofisticiranija metoda, obuhvaca ne samo precizno odredivanje
molekulske mase, ve¢ i uvid u slijed aminokiselina, tercijarnu strukturu,
posttranslacijske modifikacije te analizu interakcija izmedu proteina i drugih molekula,

ali i relativnu i apsolutnu kvantifikaciju.

U ovom se radu detaljno opisuje kako se koriste odabrane fizikalno-kemijske
metode za odredivanje molekulske mase proteina. Poseban naglasak bit ¢e stavljen
na spektrometriju masa. Cilj rada je prikazati vaznost primjene svake od navedenih
metoda u kontekstu biotehnoloskih istrazivanja te pruziti Siru sliku o nacinima kojim

ove metode doprinose boljem razumijevanju svojstava i funkcija proteina.



2. TEORIJSKIDIO

2. 1. PROTEINI

Proteini su jedna od klju€nih skupina prirodnih makromolekula koji su esencijalni
za izgradnju i funkcioniranje Zivog svijeta kakvog poznajemo. Zbog mnogobrojnih i
raznovrsnih uloga u zivim organizmima, proteini su od izuzetno velike vaznosti za
znanstvena istrazivanja. Neke od uloga proteina u organizmima ukljuCuju sudjelovanje
u kontroli rasta i diferencijaciji stanica, izgradnju razli€itih stanica, tkiva i organizma,
pokretanje samog organizma, zastitu organizma od patogena, prijenos molekula, iona

i signala unutar organizma te regulaciju biokemijskih reakcija.

Proteini su polimerne molekule koji se sastoje od monomernih jedinica -
aminokiselina medusobno povezanih kovalentnim peptidnim vezama u nerazgranate
polipeptidne lance. Primarna struktura proteina, definirana redoslijedom aminokiselina,
odredena je genetskom informacijom. Navedena struktura je odgovorna za pravilno
usmjeravanje proteina u viSe nivoe struktura kao $to su sekundarna i tercijarna, te u
konacnici za odredivanje funkcije proteina. | najmanja promjena u strukturi proteina
znacajno utjeCe na njegovu cjelokupnu strukturu, ali i na promjenu njegovih funkcija.
Razlika izmedu svakog pojedinog proteina temelji se na pobocnim ograncima
aminokiselina koji €ine strukturnu jedinicu. Pobo¢ni ogranci svakog aminokiselinskog
ostatka u polipeptidnom lancu razlikuju se po obliku, veliini, naboju, sposobnosti
formiranja vodikovih ili ionskih veza te po kemijskoj reaktivnosti. Navedene klju¢ne
razlike zapravo odreduju kako ¢e se proteini presaviti u konacnu nativhu konformaciju,
a time i sposobnost interakcije s drugim molekulama, $to je bitno za njihovu specifi¢nu

bioloSku funkciju (Tepari¢ i sur., 2022.).

ToCno odredivanje molekulske mase proteina klju¢no je radi razumijevanja
njegove strukture. Zbog same izvedbe i osjetljivosti metoda, moguce je razliCitom
to¢noséu i preciznodéu odrediti ili izmijeriti relativnu masu, ovisno radi li se o relativnoj
molekulskoj, monoizotopnoj ili prosjeénoj masi proteina (Tablica 1). Navedene mase
su relativne i izrazavaju se u Daltonima (Da). S druge strane, dobivene informacije u
usporedbi s teorijskim vrijednostima mogu ukazati na moguce posttranslacijske
modifikacije (oksidaciju, deamidaciju), razgradnju, vezanje proteina s odgovaraju¢im
ligandima ili neke druge promjene u samoj primarnoj strukturi proteina. Buduci da je

spektrometrija masa najosjetljivija metoda visoke rezolucije, istom je moguce
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detektirati izotopnu raspodjelu sto omogucuje odredivanje to¢ne mase molekule, a

time i utvrdivanje elementarnog sastava, kao i potvrdu strukture.

Tablica 1. Odredivanje mase razli€itim analitickim metodama

Naziv, mjerna
jedinica Definicija Upotreba Analiticka metoda
Zbroj vrijednosti relativnih Analiticko
Relativha atomskih masa svih atoma u | Identifikacija, centrifugiranje,
molekulska molekuli; omjer mase odredivanje molekulske | elektroforeza u
masa, molekule i unificirane mase, provjera Cisto¢e | gelu,
Da atomske jedinice, u, mase (smjese) proteina spektrometrija
koja iznosi 1,6605 x 10724 g masa
Prosje€na masa, | Zbroj prosjeCne vrijednost | Identifikacija, potvrda | Spektrometrija
Da mase svih atoma u molekuli | primarne strukture masa
Zbroj to€nih masa | Odredivanje toCne
Monoizotopna najzastupljenijeg prirodnog | mase, identifikacija,
Spektrometrija
masa, izotopa svakog atoma u | potvrda primarne
Da molekuli (izrazava se na 4 | strukture peptida i malih masa

decimale)

molekula




2. 2. ANALITICKO ULTRACENTRIFUGIRANJE

Sedimentacija je proces u kojem se krute Cestice iz suspenzije taloZze na dno
posude (najc¢eSce epruvete ili ase) pod utjecajem gravitacijske ili centrifugalne sile.
Brzina sedimentacije ovisi o jakosti utjecaja gravitacijskog polja te o gustoci, masi i
obliku (to€nije promjeru) Cestica koje se razdvajaju. Prema tome, sferiCne i kompaktne
molekule Ce uvijek brze sedimentirati od Stapicastih molekula. U odredenom trenutku
tijekom sedimentacije gravitacijsko polje koje djeluje na Cestice prema dnu posude
nadvladava spontanu tendenciju Cestica da se razliCito raspodijele po cijelom
volumenu - difuziju. Posljedi¢no tome, Cestice se postupno slojevito slijezu unutar

posude, ovisno o njihovoj velicini i gustodi.

Ultracentrifugiranje je tehnika koja primjenjuje visoke vrijednosti centrifugalnog
polja umjesto gravitacijskog polja, ¢ime se proces sedimentacije znatno ubrzava. Za
razliku od mnogih drugih analitickih tehnika, ovom metodom se makromolekulska
svojstva mogu ispitivati u gotovo nativnim uvjetima, bez potrebe za standardima ili
specificnim matricama koje suprimiraju odredeno ,nepozeljno® ponasanje Cestica u
otopini. Ultracentrifugiranje se provodi u ultracentrifugi, centrifugi s velikom brzinom
okretanja (do 150 000 okretaja u minuti, rpm). U pravilu, cilindar se rotira oko svoje osi
vrlo velikom brzinom zajedno s kivetom koja zadrzi ispitivani uzorak (Slika 1.). Tijekom
vrtnje sedimentacija napreduje, pri ¢emu se formira koncentracijski grani¢nik
(Lebowitz i sur., 2003.). To je definirana granica koja razdvaja podrucje s vecom
koncentracijom taloZzenih molekula proteina od podru¢ja s nizom koncentracijom
proteina, odnosno granica u kojoj dolazi do razdvajanja taloZenih proteina i otopine
iznad taloga tijekom centrifugiranja. Navedeni se grani¢nik pomife prema vanjskoj
povrsini u jedinici vremena, €ime se proteini odvajaju ovisno o njihovoj veli€ini i gustoci.
Razlike u centrifugalnoj sili na razli€itim udaljenostima od sredista vrtnje su vrlo velike,
pa se metoda moze upotrebljavati za odvajanje pojedinih tvari na temelju razlike u
molekularnoj masi, a time i za odredivanje molekularne mase. Raspon veliCina
molekula na koje se moZe primijeniti brzina taloZzenja proteZze se od nekoliko kDa
(donja granica ograni¢ena je maksimalnim brzinama rotora) do GDa (Edwards i sur.,
2020.).



Slijepa proba (za
ravnotezu)

/
/

(3
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/
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Slika 1. (a) Rotor ultracentrifuge. Uzorak je uravnotezen uzorkom iste mase koji je smjesten
nasuprot njemu. (b) Detaljni prikaz komore za uzorke: gornja povrsina je unutarnja povrsina i
centrifugalna sila uzrokuje sedimentaciju prema donjoj povrsini (prema Atkins i de Paula,
2006.)

Za opisivanje kretanja molekule tijekom ultracentrifugiranja koristi se koeficijent
sedimentacije, s [1]. To je vrijednost koja opisuje koliko se brzo kre¢u molekule prema

dnu kivete pod utjecajem centrifugalne sile:

s = v M(1-vp) — MD(1-vp) [1]

w?r Naf RT
gdje je u promatrana radijalna brzina makromolekula, » kutna brzina rotora, r
udaljenost od sredista vrtnje, M molarna masa proteina, v parcijalni specifiéni volumen
proteina, p gusto¢a otapala, N, Avogadrov broj, f koeficijent trenja, D koeficijent

difuzije, a R je opc¢a plinska konstanta.

Pomocu Svedbergove jednadzbe moguce je izraCunati brzinu kojom se kreéu proteini
u ultracentrifugi. Koeficijent sedimentacije je od koristi jer daje procjenu o veli€ini i
obliku proteina. lzraCunate vrijednosti koeficijenta sedimentacije izrazava se u
Svedbergovim jedinicama [S] koje iznose 10713 sekundi. Primjena Stokesove
jednadzbe [2] kljuéna je za odredivanje koeficijenta trenja sfernih i kompaktnih

molekula proteina u otopini:

fo = 6mnR, [2]



gdje je f, koeficijent trenja sfericne molekule, n viskoznost otopine, a R, radijus sfere
(Lebowitz i sur., 2003.). Koeficijent trenja opisuje silu koja djeluje na molekulu proteina
dok se kreCe kroz otopinu, suprotstavljajuéi se njezinom kretanju. Vidljivo je kako
navedena sila ovisi o obliku i veli€ini molekule te o viskoznosti tekucine kroz koju se
kreCe molekula proteina. Koeficijent trenja koristan je u razumijevanju sedimentacije
proteina jer molekule s vec¢im koeficijentom sporije sedimentiraju, za razliku od onih

koji imaju maniji koeficijent trenja.

Kombiniranjem Svedbergove i Stokesove jednadzbe, navedeni radijus sfere moze se
matematicki izraziti jednadzbom [3]:

Ro=(Zn) B

47N 4

U konachnici se iz jednadZbe za odredivanje koeficijenta sedimentacije sfernih proteina
[4]:
M(1-v)

Ssphere =~ 1 [4]

1
3Mv \3
6mn (4-71'NA)

jednostavnim matemati¢kim preoblikovanjem mozZe dobiti izraz [5] kojim je mogucée

predvidjeti brzinu sedimentacije za sferne i kompaktne molekule proteina u vodi pri 20
°C:

2
Ssphere = 0.012 M3(11_V) [5]

v3

Vrijednost brzine sedimentacije koja se dobije koriStenjem jednadzZbe [5] predstavlja
maksimalnu brzinu sedimentacije sferiCnih proteina odredene molarne mase. Zbog
svoje simetri¢ne strukture, sferi¢ni proteini imaju minimalan otpor prilikom kretanja kroz
otopinu, odnosno najmanji koeficijent trenja te zato brze sedimentiraju. Kako bi se
omogucila usporedba dobivenih podataka, toCnije brzine sedimentacija dobivenih pri
razliCitim laboratorijskim i eksperimentalnim uvjetima sedimentacije, potrebno je
podatke prilagoditi standardnim uvjetima, ¢ime se zapravo dobiju korigirane vrijednosti
brzine sedimentacije u vodi pri temperaturi od 20 °C. Jednadzba za korekciju na
standardne uvjete [6] je:

Saom = 51,5 (2L ) (A22em) Q

Nzow 1-vrp




pri Cemu T i B oznaCavaju vrijednosti pri temperaturi i pod uvjetima u eksperimentu

(pufer), a indeks 20, w oznaCava standardne uvjete. Prema tome, omjer maksimalne

Ssphere

vrijednosti i izmjerene vrijednosti brzine sedimentacije, odgovara omijeru

S20,w

eksperimentalnog koeficijenta trenja i minimalnog koeficijenta trenja (fi) Navedeni

0

omjer omogucuje procjenu koliko oblik analiziranog proteina odstupa od idealnog

sfernog oblika, gdje bi trenje bilo minimalno.

Racunalni programi poput SEDNTERP-a mogu brzo i precizno izracunati
kljuéne parametre kao §to su viskoznost otopine (1), gusto¢a (p) i specifi€ni volumen
proteina () za odredivanje standardne korekcije brzine sedimentacije proteina. Osim
toga, spomenuti softver omogucuje osnovno hidrodinami¢ko moduliranje proteina,
odnosno pruza informacije o koeficijentu trenja proteina u otopini u odnosu na idealni
sferni oblik. Usporedbom Kkorigirane brzine sedimentacije i maksimalne brzine
sedimentacije sfernog proteina odredene mase moze se procijeniti uskladenost
vrijednosti s, ,, s oCekivanom molekulskom masom. Ako je dobivena eksperimentalna
vrijednost s,,,, znatno veca od teorijske oCekivane vrijednosti, to moze sugerirati da
protein nije monomer ili da dolazi do agregacije proteina (Slika 2.). Naime, analizirani
protein moze agregirati pri Cemu nastaje dimer ili sloZeniji kompleks. S druge strane,
ako je dobivena vrijednost s,,,, manja od teorijske vrijednosti, to ukazuje da je protein
monomer, ali odredenog oblika koji odstupa od idealnog sferi€nog oblika. U tom slu€aju
moguce je zakljuciti da protein sporije sedimentira zbog veceg otpora prilikom kretanja

kroz otopinu. Usporedbom vrijednosti s i (fi) moze se precizno definirati molekulska

0

masa proteina u njegovom fizioloSkom tj. nativnom obliku.



c(s)
c(s)
c(s)

Sedimentacijskl

koeficijenti (s)

Slika 2. Razlicite brzine sedimentacije kao posljedica prostornog rasporeda

pojedinog proteina (Arthur i Gabrielson, 2023.)

Modernije metode koriste Lammovu jednadzbu [7] koja precizno modulira
sedimentacijske podatke (Lewitz i sur., 2003.). Navedena jednadzba opisuje kako se
koncentracija proteina mijenja pod utjecajem centrifugalne sile i difuzije u

ultracentrifugi u jedinici vremena u idealnim uvjetima (bez interakcija):

dc(r,t) 10 Dac(r, t)

22
5% el L Ew swercc(r,t) [7]

RjeSavanjem ove jednadzbe dobiju se podatci koji opisuju kako se molekule proteina
krecu i rasporeduju tijekom ultracentrifugiranja. Ovim se nainom omogucuje precizno
odredivanje koeficijenta sedimentacije. Koristenjem naprednih softverskih alata kao
Sto su Sedfit i UltraScan, koji primjenjuju numericke metode, odnosno racunalnih
tehnika za rjeSavanje Lammove jednadzbe, dobivaju se rezultati s velikom
preciznoséu. Osim toga, pomodu spomenutih alata, moze se predvidjeti cijeli
sedimentacijski proces u slu€ajevima kada sedimentacijska granica nije jasno vidljiva.
Ovi alati, zahvaljujuc¢i visokom omjeru signala i Suma (SNR), omogucuju fleksibilnost u
analizi, prilagodavajuci se razliCitim eksperimentalnim uvjetima, kao Sto su razliCite
brzine rotora. Takva detaljna analiza ne samo da povecava to¢nost odredivanja
molekulske mase proteina zbog preciznijeg odredivanja brzine sedimentacija, nego

pruza detaljan uvid u strukturu i interakciju proteina u odgovarajucoj otopini.

Zahvaljujuci Svedbergovoj jednadzbi koja povezuje sedimentacijski i difuzijski
koeficijent, analizom profila sedimentacijske granice izmedu sedimentirane i
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nesedimentirane zone mozZe se odrediti molekulska masa. Pritom se preciznost
odredivanja molekulske mase povecava pri nizim brzinama rotora ultracentrifuge.
Medutim, zbog postojanja razliitih faktora koji utje€u na sam proces sedimentacije,
ova metoda (iako je relativno brza), sklonija je greSkama tijekom odredivanja
molekulske mase. Heterogenost uzorka koji sadrzi proteine s razli€itim vrijednostima
koeficijenta sedimentacije moZe uzrokovati Sirenje granice sedimentacije. U tom
sluc¢aju, koristenjem Svedbergove jednadzbe s prosjeCnom vrijedno$¢u koeficijenta
sedimentacije proteina od interesa i prividnim difuzijskim koeficijentom odreduje se
priblizna molekulska masa koja je manja od stvarne molekulske mase tog proteina. Ta
se pogreSka moze detektirati ako izmjereni koeficijent sedimentacije prelazi
maksimalnu mogucu vrijednost koeficijenta sedimentacije (ssynere) za odredenu
pribliznu molekulsku masu dobivenu kombinacijom Svedbergove i Stokesove
jednadzbe. Dodatno, postojece odbojne elektrostatske sile izmedu molekula proteina
smanjuju koeficijent sedimentacije proteina od interesa kao i Sirenje granice
sedimentacije, sto takoder rezultira pogresnim izracunom priblizne molekulske mase.
Ako se brzina sedimentacije (s) smanjuje povecanjem koncentracije, povecava se
utjecaj medumolekulskih interakcija i doprinos sile trenja te se brzina sedimentacija
smanjuje. Drugim rije€ima, postupnim povecanjem koncentracije proteina uslijed
steriCkih smetnji dolazi do smanjenja brzine sedimentacije. Kako je ranije spomenuto,
najpreciznija metoda za odredivanje molekulske mase proteina koristi matematiCku
diferencijalnu analizu za odredivanje ovisnosti promjene sedimentacijske granica u
jedinici vremena. Zbroj rjeSenja Lammove jednadzbe pokazuje kako ¢e se protein
ponasati u otopini pod utjecajem centrifugalne sile. Indirektno je povezan uz
odredivanje molekulske mase jer ipak omogucuje izraCun vrijednosti koeficijenta

sedimentacije koji je neizostavan parametar u odredivanju molekulske mase proteina.

Vecina proteina u eukariotima razli€ito su glikozilirani s razli¢itom raspodjelom
glikana. Problem u odredivanju molekulske mase glikoproteina analitiCkim
ultracentrifugiranjem je parcijalni specifi¢ni volumen glikoproteina koji se razlikuje od
neglikoziliranih proteina, a ovisi isklju€ivo o sastavu (vrsti i koli€ini) glikana. U idealnim
uvjetima Koristi se mjeraC gustoCe, uredaj koji precizno mijeri parcijalni specificni
volumen glikoproteina. Medutim, zbog nedovoljne koliine uzorka najceSce se koriste
osjetljivje metode za odredivanje stupnja glikozilacije poput ultracentrifuge i

spektrometrije masa (Abu Hammad i sur., 2023). U tom slu€aju, parcijalni specifi¢ni



volumen glikoproteina odreduje se na temelju dobivenih podataka, to€nije masenom
udjelu proteina i ugljikohidrata (w, i w.), kao i njihovim parcijalnim specificnim
volumenima (v, i v.). Dodatno, moZe se odrediti molekulska masa glikoproteina, Cak i

kada nije poznat sastav glikana, no s malom greSkom (Abu Hammad i sur., 2023.).

Analitickim ultracentrifugiranjem moguce je analizirati i membranske proteine.
Membranski proteini su hidrofobni, $to znaci da ih je potrebno prevesti u topljivi oblik
koriStenjem anionskih deterdzenata. U tom procesu, proteini s deterdzentima formiraju
micele. Kada bi se mjerila molekulska masa micela pomo¢u metode sedimentacijske
ravnoteze, dobila bi se molekulska masa koja predstavlja zbroj mase proteina i
deterdzenata, Cime se smanjuje vjernost mjerenja molekulske mase samog proteina i
raste nepouzdanost u odredivanju strukture proteina. Znanstvenici Reynolds i Tanford
razvili su rieSenje za odredivanje molekulske mase takvih kompleksa bez potrebnog

poznavanja kako se molekule proteina i deterdzenta medusobno povezuju [8]:
M (1—-7v.p) = Mp(l - ﬁpp) +Mp(1 - vpp) 8]

Indeksi p, c i D ozna€avaju protein, deterdZent i kompleks protein-deterdzent. Kao Sto
je vidljivo iz jednadzbe [8], molekulska masa kompleksa rastavlja se na dva dijela:
jedan dio pripada proteinu (M,) te drugi koji pripada deterdZzentu (Mp).
Prilagodavanjem gustocCe otopine dodatkom tvari poput saharoze ili glicerola tako da
postane jednaka gustoci deterdzenta, deterdzent postaje gravitacijski inaktivan. U tom
slu€aju, raspodjela koncentracije sedimentacijskom ravnoteZzom odrazava samo
molekulsku masu proteina, a eliminiran je utjecaj deterdZzenta na cjelokupnu

molekulsku masu membranskog proteina.

2. 3 ELEKTROFOREZA

Cesto su makromolekule, poput proteina i nukleinskih kiselina elektricki
nabijene i gibaju se prema suprotno nabijenoj elektrodi u elektricnom polju. Opisani
fenomen naziva se elektroforeza, a rezultat je postizanje konstantne brzine (driftna
brzina) kojom se krece ion ili u konkretnom slu€aju, makromolekula kada se pokretacka

sila, zeE izjednaci sa silom trenja koja mu se suprostavlja, trenjem, fs:
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Iz navedene jednadzbe [9]za driftnu brzinu vidi se ovisnost mobilnosti
makromolekule u elektricnom polju (E) o sveukupnom naboju molekule (z), obliku i
veli€ini, a samim time i molarnoj masi. U pravilu, polimeri u tradicionalnim metodama
elektroforeze kre¢u se vrlo sporo, §to znaci da je potrebno vise od nekoliko sati kako
bi se postiglo efikasno razdvajanje polimera iz odredene smjese. Prema navedenoj
jednadzbi [9], povecanjem jakosti elektricnog polja teorijski bi moglo ubrzati
razdvajanje. Medutim, to dovodi do poveéanog zagrijavanja medija (gela) uslijed
otpora materijala kroz koju prolazi struja. Takvo nepozeljno zagrijavanje moze
uzrokovati loSe i neujednaCeno razdvajanje makromolekula, ¢im gel postaje
nefunkcionalan za elektroforezu. Za razliku od tradicionalnih metoda, kapilarna
elektroforeza, koja koristi vrlo tanke kapilare, rjeSava opisani problem zahvaljujudi
brzom odvodenju topline iz sustava. Zbog svojih malih dimenzija, kapilarna
elektroforeza omogucuje primjenu jacih elektricnih polja bez znaajnog zagrijavanja
gela, ¢ime se postize ucinkovito i kvalitetno razdvajanje makromolekula u kra¢em

vremenskom intervalu (Atkins i de Paula, 2006.).

Elektroforeza u gelu je laboratorijska tehnika u kojoj se biopolimeri kao $to su
proteini razdvajaju prolaskom kroz porozni polimerni gel. Buduci da se Cestice
razdvajaju prolazeci kroz pore gela, vecCe Cestice sporije migriraju u odnosu na manje
Cestice koje brze prolaze kroz pore. Ovim principom dolazi do razdvajanja sastojaka
smjese proteina na temelju razlike u njihovim molekulskim masama. Postoje dvije vrste
gela koji se najCesce koriste kao nosaci mobilne faze, a to su agarozni i poliakrilamidni
nosaci (Tepari¢ i sur., 2022.). U pravilu, agaroza ima znatno veée promjere pora od
poliakrilamida te je prikladna za proucCavanje i analizu ve¢ih makromolekula poput
velikih i sloZzenih enzimskih i DNA. Poliakrilamidni gel, s manjim porama, primjenjuje
se za razdvajanje proteina manje veli€¢ine, odnosno molekulske mase. U oba slucaja,
pripremom razliCite koncentracije agaroze ili poliakrilamida u gelu nastaju i razliciti
promjeri pora gela. Prema tomu, $to je veca koncentracija agaroze ili poliakrilamida u
gelu, to ¢e biti manji promjer pora (raste stupanj umrezenja polimera) i obrnuto.
Primjenom gela koji sadrzi ve¢u koncentraciju poliakrilamida (PAGE) omogucuje se

ucinkovito razdvajanje molekula proteina relativno male molekulske mase.

Prethodno je objasnjeno kako naboj kao jedan od parametara utjeCe na
postizanje driftne brzine. Na primjer, proteini iste molekulske mase, ali razli€itog neto

naboja putovat Ce kroz gel razliCitim brzinama. Zbog toga je potrebno denaturirati
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proteine djelovanjem odredenog denaturirajuCeg agensa poput natrijeva dodecil
sulfata (SDS). SDS je anionski deterdZzent koji stupa u komplekse s proteinima u
konstantnom omijeru i denaturira ih do njihove primarne strukture. Zbog konstantne
raspodjele naboja po jedinici mase usliied vezanja SDS-a, 'maskirani' proteini
razdvajaju se iskljuivo prema razlici u njihovim molekulskim masama. Nakon
provedbe elektroforeze SDS-PAGE, procjena molekulske mase svakog razdvojenog
denaturiranog proteina temelji se na usporedbi mobilnosti razdvojenog proteina i
mobilnosti standardnog proteina poznate molekulske mase na gelu. Ipak, molekulske
mase dobivene ovom metodom elektroforeze nisu jednako precizne kao vrijednosti

mase dobivene spektrometrijom masa ili ultracentrifugiranjem.

Ukupni naboj proteina i drugih biopolimera ovisit ¢e o pH medija u kojem se
nalaze. Ako se protein nalazi u kiselom mediju, protoni se vezu na protein te ¢e ukupni
naboj proteina biti pozitivan, dok se u luznatom mediju protoni otpustaju s proteina, pa
¢e ukupni naboj proteina biti negativan. Pri izoelektricnoj tocki, pH medija odgovara
toCki u kojoj protein nema ukupni naboj, odnosno kada je broj pozitivnih i negativnih
naboja jednak. Kako ukupni naboj proteina ovisi o pH medija u kojem se oni nalaze,
tako i driftna brzina ovisi o pH medija. Kada se protein nalazi u svojoj izoelektri¢noj
toCki, onda je driftna brzina jednaka nuli. Izoelektriéno fokusiranje je separacijska
metoda Ciji se princip temelji na ovisnosti brzine kojom se protein krece u elektricnom
polju i ukupnom naboju tog proteina. To je tehnika koja razdvaja proteine prema
njihovim izoelektricnim toCkama. U ovoj metodi, proteini se rasprsuju u mediju s pH
gradijentom pod utjecajem elektricnog polja. Proteini se zaustavljaju na to¢nom
polozaju gdje pH vrijednost odgovara njihovoj izoelektricnoj tocki, ¢ime se omogucuje

precizno razdvajanje proteina.

Vrsta elektroforeze koja se koristi za odredivanje molekulske mase nepoznatog
proteina naziva se 2D-elektroforeza. Navedena metoda kombinira dvije tehnike: SDS-
PAGE i izoelektricno fokusiranje. Tijekom provedbe ove metode, prvo se smjese
proteina razdvajaju izoelektricnim fokusiranjem na gelu u obliku trake s gradijentom
pH, kao $to je vidljivo na Slici 3. — (a). Pritom se dobiveni gel stavlja na drugi gel za
SDS-PAGE, a primijenjeno elektricno polje djeluje okomito na smjer u kojem je
prethodno provedeno izoelektri€no fokusiranje. Dobiveni rezultati gela prikazani su na
Slici 3. — (b). Opisanom metodom postiZze se precizno razdvajanje smjese proteina

prema njihovim izoelektricnim toCkama i molekulskim masama. U suvremenim
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proteomskim istrazivanjima temeljenim na 2D-PAGE, dobivene proteinske toCke se
izrezuju iz gela, razgraduju tripsinom i analiziraju spektrometrijom masa radi
identifikacije i odredivanja fizikalno-kemiskih svojstava kao §to su molekulska masa, pl

te posttranslacijske modifikacije.

= ve ® R S
(a) (b)

Slika 3. Koraci u razdvajanju smjese dvodimenzionalnom elektroforezom: (a)
Izoelektri¢no fokusiranje provodi se na tankom gelu i proteini se razdvajaju prema
izoelektricnim to¢kama duz vertikalne osi prikaza. (b) Prvi se gel pri¢vrsti na drugi,

veli gel, a zatim se izvodi SDS-PAGE s djelovanjem elektri¢nog polja u
horizontalnom smjeru prikaza. Prikazane isprekidane horizontalne linije pokazuju
kako se trake u dvodimenzionalnom gelu podudaraju s trakama u gelu na kojem

je provedeno izoelektri¢no fokusiranje. (Atkins i de Paula, 2006.)

2. 4. SPEKTROMETRIJA MASA

Spektrometrija masa najsuvremenija je i najpreciznija analiticka metoda kojom
se nakon ionizacije kvalitativno i kvantitativno analiziraju nastali ioni (Cindri¢ i Horvatic,
2008.). Ovom metodom moguce je odrediti molekulsku masu proteina, identificirati
proteine, odrediti primarnu strukturu proteina (aminokiselinski slijed), identificirati
posttranslacijske modifikacije poput glikolizacije, fosforilacije i disulfidnih veza,
identificirati mutacije (zamjenu aminokiseline u slijedu), provjeriti strukturu i Cisto¢u
proteina dobivenog metodama genetiCkog inZenjerstva i sl. Zbog svoje osjetljivosti,
spektrometrijom masa moguce je analizirati male koli€ine uzorka, na granici izmedu

femtomola i pikomola. Za analizu proteina koriste se dvije ionizacijske tehnike:
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ionizacija elektrorasprSenjem (ESI) i matricom pomognuta ionizacija uz desorpciju

laserskim zraCenjem (MALDI).

Matricom pomognuta ionizacija uz desorpciju laserskim zraCenjem ili skraceno
MALDI je tehnika ionizacije uzorka koji uklju€uje desorpciju prije ionizacije (Cindri€ i
Horvati¢, 2008.). Uzorak se mijeSa s ¢vrstom matricom koja sadrzi organski materijal
poput a-cijano-4-hidroksicimetne kiseline. Zatim se uzorak ugraden u kristale matrice
ozraCuje pulsevima lasera (npr. Nd-YAG). Navedena matrica ima sljedeée uloge:
omogucuje sublimaciju uzorka te apsorbira energiju lasera pri ¢emu dolazi do
ionizacije neutralne molekule uzorka u plinovitom agregatnom stanju pri Cemu nastaju
adukti s kationima kao $to su npr. vodikov (H*) ili natrijev kation (Na*). MALDI
metodom uglavnom nastaju jednostruki nabijeni ioni, ali se mogu pojaviti male koli€ine
dvostrukih i trostrukih nabijenih iona. Buduéi da se radi o pulsnoj tehnici, tehnika
MALDI najceS¢e se kombinira s analizatorom masa koji mjeri vrijeme leta (TOF). U
MALDI-TOF spektrometru masa, ioni se ubrzavaju u prostoru kratke udaljenosti (d) na
koju djeluje elektricno polje odredene jakosti (E) kako bi zadrzala ione unutar
analizatora. Zatim ioni putuju kroz podruc€je driftanja odredene duljine (/). Ovaj

instrument mjeri vrijeme (t) koje je potrebno da ioni dodu do detektora [10]:

t=1|— [10]

2zeEd

gdje je z broj naboja, a e predstavlja elementarni naboj. S obzirom da su vrijednosti
d, L i E fiksni za odredeni eksperiment, transformacijom ove jednadzbe moze se izravno

odrediti omjer mase i naboja (m/z) prikazan jednadzbom [11]:
m
— = 2eEd [11]
Z

lonizacija elektrorasprdenjem (ESI) analitiCka je metoda koja koristi elektri¢ni
naboj za ionizaciju molekula uzorka iz otopine. U ovom postupku, uzorak se otapa u
odgovarajucem otapalu, a zatim se propusta kroz tanku kapilaru. Na vrhu kapilare
primjenjuje se visoki napon, Sto stvara snazno elektricno polje. Pod utjecajem
elektricnog polja, otopina formira sitne kapljice izlazeéi iz kapilare. Kako otapalo
isparava, formirane kapljice postaju jo§ manje, Sto dovodi do povecanja gustoce

naboja na povrsini. Taj proces rezultira ionizacijom molekula uzorka unutar kapljica i
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prelaskom u plinovito stanje. ESI metodom nastaju viSestruko nabijeni ioni (Slika 4.)
koji ulaze u spektrometar masa, odvajaju se u analizatoru masa te detektiraju. NajceSci
analizatori mase koji se primjenjuju u kombinaciji s ESI metodom su kvadrupolni
analizatori (Q) ili ionska stupica (IT) omogucujuci preciznu analizu omjera mase i

naboja (m/z) iona.

(A) (B)
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m/iz m/z

Slika 4. (A): ESI metodom nastaju viSestruko nabijeni ioni i (B) MALDI metodom
nastaju jednostruki nabijeni ioni (B) komercijalnog anti-insulina mAb pomo¢u TOF analizatora

mase (prema lvanov i sur. 2024.)

Tijekom pripreme uzoraka za analizu spektrometrijom masa, proteini se izoliraju
iz uzoraka poput sirovina, gotovih proizvoda i klinickih uzorka (serum, plazma ili tkivo)
i sl. odgovaraju¢im metodama ekstrakcije nakon Cega slijedi separacija. Za separaciju
peptida i proteina najCeSce se primjenjuje tekucinska kromatografija obrnutih faza koja
se kontinuirano povezuje sa spektrometrijom masa, odnosno vezanim sustavom LC-
MS uz ionizaciju ESI. U novije vrileme, sve se viSe primjenjuje dvodimenzijska
kromatografija (2D-LC), €¢ime se poveéava mogucénost identifikacije i do nekoliko tisu¢a
proteina i peptida vezanjem navedene tehnike sa spektrometrijom masa. Osim
kromatografskih metoda, moze se koristiti i dvodimenzionalna elektroforeza u gelu (2D
gel elektroforeza, 2D SDS-PAGE) za odjeljivanje proteina koji se zatim najCeSce
analiziraju MALDI TOF metodom. Izravno povezivanje tekucinske kromatografije s

MALDI metodom nije moguce, veé se eluati dobiveni nakon separacije teku¢inskom
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kromatografijom mijeSaju s matricom, nanose na plo€icu i nakon suSenja (kristalizacije

matrice) analiziraju tehnikom MALDI-MS.

Molekulska masa intaktnog proteina moze se odrediti tehnikama ESI- ili MALDI-
MS. Medutim, tehnikom ESI nastaju visestruko nabijeni ioni koji ovise o prirodi otapala
u kojoj se nalazi protein (pH, ionska jakost otapala, udio organske faze). Mijenjanjem
sastava otapala ili pokretne faze nastaju razliciti signali iona koje je teSko interpretirati.
Racunalnom obradom podataka, toCnije dekonvolucijom, dobivaju se signali koji

odgovaraju prosjecnoj molekulskoj masi intaktnog proteina (Slika 5.).
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Slika 5. Spektar masa intaktnog proteinskog lijeka (brentuximab vedotin) prije

(lijevo) i nakon dekonvolucije (desno) (Hernandez-Alba i sur., 2020.)

Analize proteina mogu se provoditi na dva nacina: odozgor-nadolje (engl. top-
down) i odozdol nagore (engl. down-top). Odozgor-nadolje tehnika zahtijeva to¢no
mjerenje mase kako bi se odredio primarni aminokiselinski slijed proteina i analizirala
mjesta posttranslacijskin modifikacija. Navedeni tip analize zahtijeva upotrebu
sofisticiranih  raCunalnih programa, ali i proteine visoke Cisto¢e radi dobivanja
pouzdanih rezultata. Analiza proteina naCinom odozgol nagore uklju€uje enzimsko
cijepanje proteina u gelu (nakon SDS-PAGE) ili otopini primjenom odgovarajucih
proteaza, glikozidaza, hidrolaza ili nekih drugih enzima (Cindri¢ i Horvati¢, 2008.).
NajCescée proteaze koje se primjenjuju u analizi spektrometrijom mase su tripsin, Asp-
N, Glu-C i Lys-C, ali je moguce primijeniti i nekoliko proteaza Sto otezava interpretaciju
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rezultata, ali poveéava strukturnu informaciju. Specificno mjesto cijepanja svakih od

navedenih enzima prikazani su u Tablici 2.

Tablica 2. Specifi€no cijepanje proteina djelovanjem odredenih proteaza

Proteinaze Specifi€cno mjesto cijepanja
Tripsin Iza lizina i arginina, ako iza njih nema prolina
Asp-N Ispred asparginske i glutaminske kiseline, ako iza njih

nema glutaminske kiseline ili prolina

Glu-C Iza lizina, ako iza njega nema prolina

Lys-C Ispred asparginske kiseline

Nakon cijepanja proteina enzimima nastaju peptidi koji se pritom separiraju
tekucinskom kromatografijom te analiziraju odabranom metodom spektrometrije mase.
U samom instrumentu moguce je dobivene peptidne ione dodatno fragmentirati (u
kolizijskoj celiji) tandemnom spektrometrijom masa (MS/MS) pri Eemu se mjere mase
iona prekursora kao i njihovih fragmenata (Cindri¢ i Gali¢, 2008.). Iz dobivenih
podataka mogucée je odrediti strukturu proteina usporedbom eksperimentalno
odredenih molekulskih masa s teorijskim (izraCunatim) masama peptida i njihovih iona
koji su pohranjeni u bazama podataka. Baze podataka koje se najCeScCe koriste su
SwissProt ili NCBI.

Ako u postoje¢im bazama podataka nema podudarnosti, potrebno je koristiti
druge proteinaze, analizirati potencijalne posttranslacijske modifikacije ili primjeniti de
novo sekvencioniranje. De novo sekvencioniranje (Slika 6.) podrazumijeva potpuno
odredivanje primarne strukture proteina koja zahtijeva odredivanje aminokiselinskog
slijeda uz minimalnu uporabu baza podataka. ToCnije, nakon spektrometrije masa, iz
tandemnog spektra masa odreduje se slijed aminokiselina u peptidu. Pri tome se
odreduje razlika masa izmedu dva susjedna signala u spektru masa koji predstavljaju
fragmente peptida, kao Sto je vidljivo na Slici 6. |dentifikacija proteina izvodi se

usporedbom slijeda dobivenog peptida s proteinskom bazom podataka.
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Slika 6. Princip de novo sekvenciranja u kombinaciji s dostupnim bazama

podataka (Bioinformatics solutions, 2023.)

Posttranslacijske modifikacije poput fosforilacije i glikozilacije mogu se takoder
detektirati odredenim tehnikama spektrometrije mase uz prethodno obogadivanje
modificiranih proteina. Npr. zbog slabe zastupljenosti u uzorku, analiza fosfoproteina
zahtijeva obogacivanje fosfopeptida afinitethom kromatografijom, a eksperimentalni
podaci dobiveni spektrometrijom masa analiziraju se specijaliziranim racunalnim
programima kao i koristenjem baza podataka specificnih za fosfoproteine. Nadalje,
analiza glikoproteina obuhvaca enzimsko uklanjanje glikana vezanih za protein. Nakon
toga slijedi analiza proteinskog dijela glikoproteina spektrometrijom masa i
potrazivanjem baze podataka specificnim za glikoproteine. Dodatno, poznavanje
nacina vezanja N- i O-glikana pojednostavljuje samo pretrazivanje (Cindri¢ i Galic,
2008.).

Detekcija peptida spektrometrijom masa ovisi o sastavu i slijedu aminokiselina,
veli€ini i hidrofobnosti. Vezano uz digestiju tripsinom, zbog veée bazi¢nosti arginina u
odnosu na lizin, svi fragmenti koji na C-kraju sadrze arginin mogu djelomi¢no ili u
potpunosti suprimirati signale lizinskih fragmenata, a to znacajno utjeCe na odredivanje

primarnog slijeda aminokiselina i identifikaciju ciljanog proteina. Zbog navedenog
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razloga, primjenjuju se kemijske modifikacije lizina (npr. derivatizacija O-metilizoureom
ili 2-metoksi-4,5-dihidro-1H-imidazol, Slika 7.) kako bi se povecao udio ioniziranih i

detektiranih lizinskih fragmenata.

0 ) 0
i u\/\ou & A'Hn\/\ou A n\/(ou
~ ~ /

- - -
NH, NH NH
NN NTSN
\

Lizinski peptid

Homoargininski  Lys-4,5-dihidro-1H-imidazolski
peptid peptid

Slika 7. Struktura karboksi-terminalnih lizinskih peptida: prije derivatizacije i nakon
derivatizacije O-metilizoureom i 2-metoksi-4,5-dihidro-1H-imidazolom pri ¢emu nastaje
homoarginin i lizin-4,5-dihidro-1H-imidazol (Cindri¢ i Gali¢, 2008.)

Dodatno, derivatizacija proteina s izotopnim razliCito obiljezenim derivatizacijskim
reagensima omogucava relativnu kvantifikaciju proteina u razli€itim uzorcima (npr.
izobarni privjesci) (Almeida i sur., 2021.). Spomenuti reagensi specifi€éno reagiraju s
odredenim dijelovima proteina poput amino-terminalnog kraja (N-kraj), lizina ili
cisteina, dodajuci izotope koji mijenjaju relativnu molekulsku masu proteina, ali ne i
kemijsku strukturu. Nakon proteolize, pocijepani se fragmenti analiziraju odabranom
metodom spektrometrije mase. Dobiveni omjeri intenziteta signala peptida obiljeZeni
razliCitim izotopima koriste se za usporedbu koli€ina ciljanih proteina izmedu razliCitih
uzoraka. U tom se slu€aju mogu pratiti promjene u koncentraciji ciljanih proteina u

razli¢itim stani¢nim uvjetima ili patofizioloSkim stanjima.
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3. ZAKLJUCAK

Odredivanje molekulske mase proteina prvi je korak u razumijevanju njihove
strukture, funkcije i interakcija unutar bioloskih sustava. U ovom radu prikazane su
razliCite fizikalno-kemijske metode, poput analitickog ultracentrifugiranja, elektroforeze
u gelu i spektrometrije mase, koje omogucuju precizno odredivanje molekulske mase
proteina. Svaka od ovih metoda pruza jedinstvene prednosti omogucujuéi detaljnu
analizu proteina, bilo da je rije€ o odredivanju molekulske mase, identifikaciji proteina

ili analizi posttranslacijskih modifikacija.

Analiticko ultracentrifugiranje omogucuje detaljnu procjenu veli€ine, oblika i
agregacijskog stanja proteina, Sto je od izuzetne vaznosti za razumijevanje njihovih
bioloskih funkcija u nativnim uvjetima. Ova je metoda od velike pomoci za prou€avanje
proteinskih kompleksa i interakcija u otopini, odnosno omogucuje detaljnu analizu

proteina u njihovom prirodnom okruzenju.

Elektroforeza u gelu predstavlja jednostavniju metodu za razdvajanje proteina
prema njihovoj molekulskoj masi i naboju. Ova tehnika korisna je za osnovnu analizu
proteina koja obuhvacéa klasi¢nu identifikaciju i kvantifikaciju razliCitih proteinskih
komponenti unutar smjesa. Kombinacija izoelektricnog fokusiranja i SDS-PAGE-a u
2D-elektroforezi omogucuje precizno razdvajanje proteina prema pl i molekulskoj
masi, Cime se omogucuje daljnja analiza sloZenih proteinskih uzoraka spektrometrijom

masa.

Spektrometrija masa, kao najsuvremenija i najsvestranija tehnika, istice se kao
izuzetno mocan alat koji omogucuje precizno odredivanje molekulske mase, kao i
detaljnu analizu strukture proteina. Upotreba specifi¢nih kemijskih reagensa i razli¢ito
izotopno obiljeZzenih reagensa i derivatizacijskih postupaka olak$ava interpretaciju
spektara masa, €ime omogucuje relativhu kvantifikaciju proteina, jednostavniju
identifikaciju aminokiselinskih sljedova pojedinog proteina i analizu sloZenih peptidnih

uzoraka.

U ovom radu istaknuta je vaznost odabira prikladne metode za odredivanije
molekulske mase proteina, ovisno o prirodi proteina i Zeljenim ciljevima istrazivanja.
KoriStenjem kombinacije razliitih metoda mogucée je postiCi visoku preciznost u
analizama, pruzajuéi sveobuhvatan uvid u strukturu i funkciju proteina, to je od velike

vaznosti u biotehnologiji, medicini i drugim znanstvenim disciplinama. Na temelju ovog
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rada, moze se zaklju€iti da je precizno odredivanje molekulske mase proteina
neophodno za daljnje razumijevanje bioloskih procesa i razvoj novih biotehnoloskih i

farmaceutskih proizvoda.
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