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ABSTRACT

Crystallization of apotransferrin derivatives with small chiral molecules
Tea Domin

Transferrin is a blood plasma protein found in almost all living organisms and its main
functions are to transport and regulate the amount of iron in the blood. Apotransferrin is the
free form of the proteinwithout boundiron. It has been used in capifjaelectrophoresis to
separate enantiomers of some small chiral molecules. @hene datayet about thesites and
ways these molecules bind to apotransferrinray diffraction of such molecules can give us
such information

In this thesighe crystalization process of apotransferrin with small chiral molechies
the hanging drp vapaur diffusion methods describedThe aim of this work was to obtain
crystak of differert complexes of apotransferrimith small chiral molecuke Crystalswould
be subgcted to Xray diffractionwhich would giveinsight into the structure and possible ways
of binding of small molecules tapdransferrin.Several crystals were successfully obtained
from crystallization solutions with added small molecules. Unfortunatelydsulting crystals
werenot of satisfactory qualitfor the X-ray diffractionstructure analysis

(43 pagespl figures,7 tables,20 referencs, original in Croatian
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8 1. Uvod 7

§1. UVOD

Transfein je proteinkoji QDOD]JLPR X NUYQRM SOD]PL GladnaLQH aLY
uloga transferingoriienosje LRQD awBeMHEdiRu GR MHWUH VOH]HQH L NF
Rengenska strukturna analizsokazala je da transferin odnosapotransfen (protein bez
vezanog F¥ iona) prolazi veliku kordrmacijsku promjenu u strukturiz otvoreneforme
prelazi u zatvorentormu.* Slijed reakcija koeYRGH GR WH SURPMHQH QLMH SR

vezanja nekih drugih atoma ili molekula.

Interakcija izmHy X SURWHS\QDUIDWD PRaH VH SULND]BIWL PROF
ali samo ako je poznata trodimenzionalna struktura proteinakt8ra transferina relativno je
dobro opisanaa gotransferin s@okazao kao vrlo koristan proteinkapilarnoj elektrofozzi
]D UD]JGYDMDQMH HQDQWLRPHUD QHNLK NLUD @@b3shoPR OHN X
interakcijimalih kiralnih molekulas proteinomR G Y H O L N H zaff&tmadeat kR ivtMistriju
MHU RNR OLMHNRYD VDG U adbatan WMHIRS DIQ &/OMH B H B DJARQPIH B HC

farmaceutsko djelovanfe.

Cilj diplomskog radapripremaje kristala apotransferingapoTf) iz ljudskog seruma
malim kiralnim moékulama: dopom, Ddopom, prometzirom, labetalobm, propranolodm
te propranolol hidrokloridm. 6 Y UKD RYRJ UDGD MH SURQDUL SRJRGQH
apotransfenins PDOLP NLUDOQLP PROHNXODPD PHWRGRP GLIX]LI

kristale dobre kvalitete koji se mogu podvrgnuti rentgenskoj strukturnoj analizi.

Tea Domin Diplomski rad



§ 2. Literaturni pregled 8

§ 2. LITERATURNI PREGLED

2.1. Proteini

ProteininDVWDMX PHYVyXVRE Q LRmBdkigahrd [dptidmdid Rezom pri
pHPX QDVWDMPROKINXODQH IPDVH YHUBIRMGNDY QL UXYGAR VYL
VWDQLFD L R QMLPD RYLVH \er N XRONQHRY XQM X & XY iRIERIHE LR Q@M INI
6YDNL SURWHLQ LPD WRpPQR RGUHYHQL VDVWDY RGQRVQR V

Prema redoslijedu aminokiselina u lancu te prema prostornom raspiineldnaca

rDJOLNXMHPR pHWLUL UD]JLQH VWUXNWXUH SURWHLQD

1. primarna struktura jeedosijed amnokiselLQD PHYXVREQR SRYH]DQLK
vezom. Svaki polipeptidni lanac ima dva krajd-kraj (amino kraj) i Ckraj

NDUERNVLOQL NUDM B5HGRVOLMHG DPLQRNLVHOLQD
WURGLPHQ]JLRQDOQX VWUXNWXUKXnESciURWHLQD L NOMX|

2. VHNXQGDUQD VWUXNWXUD MH SHULRGLpND XUHYHQD
Prema Paulingu i Coreyu postoje dvije vrste takvih strukium .-zavojnica i -
QDEUDQD SQOQRYWDNMKXMHERJ VWYDUDQMD YRGLHERYLK YF
aminokiselina.

3. tercijarna struktura je trodimenzionalna struktura, a ovisi o vezama koje stvaraju
XGDOMHQH DPLQRNLVHOLQH X SROLSHS#e@aQ RP OLD
sekundarne strukture. Kada govorimo o tercijarnoj strukturi onda mislimo na
U D ] Rayl Fzévojnica i -nabranihSOR p D W H Koj@ ¥¢ faWjauP HYyMDQ ML P D

4. NYDWHUQD VWUXNWXUD RSLVXMH SURWHMHIa@th NRML
odnosno podijedinica. Kvaterna struktura je u stpeostorni raspored podijedinica.

Ukoliko supodijedinice jednake govorimo o homogenoj kvabgstrukturi odnosno
DNR VH UDGL R UD]OLpLWLP SRGMHGLQLFDPD R KHWH

Ovisno o kemijskim odnosno fizikalnim svojstvima proteine dijelimo u nekoliko
skupina.Prema topljivosti proteineP RaHPR SRGLMHOLWL X GYLMH VNXSLQ]I

Tea Domin Diplomski rad



§ 2. Literaturni pregled 9

tzv. skleroproteine te one topljive u vodi odnosno sferoproteine (ili globularni proteini).
ORAHPR LK SRGLMHOLWL L SUHPD VORAHQRVWL SD WDNR LI
samo od aminoWHOLQD L SURWHLQVNH NRPSOHNVH NRML VX
QHSROLSHSWLGQH MHGLQLFH RGQRVQR SURVWHWLpPNH VNX
JOLNRSURWHLQH S U R\HW Hfwegtb jprot&ne eXadd o fakixa skuping,
nukleopoteine (na protein su vezani nukleotidi), lipoproteine (vezani su lipidi), kromoproteine

QD SURWHLQ MH YH]DQD RERMHQD VNXSLQD WH PHWDORSL
NRMLPD VX QDM]DVWXSOMHQLML**LRQ 8HOMH]D QLNOD EDI

2.2. &He@o

a H O M H ] Bleiigrit periodnog sustava elemenata, molekulske mase 55,847 i spada u
grupu prijelaznih metala. To je element koji je vrlo rasprostranjgmirodi(XGLR aHOMH]D
Zemljinoj kori iznosi oko 5 %jeneukupne mase, afazimo ga u oblik oksidnih karbonatnih
i silikatnih ruda).OnnDMpH&AGH VWYDUD VSRMHYH % +R ¢fyrlo@d3teie MV NR P
L VSRMHYL X NRMLPD 8HOMH]R LPD VWXSDQM RNVLGDFLMH

Zbog jednostavne i lake proeme oksidacijskog stanjsudjelujeu velikom broju
ELR OR aN LKU orgabiphfadgavainzino X REOLNX UD]OLpLWLK PHWDORSU
L PLRJORELQD NRML SUHQRVH NLVLN IHULWLQD NRML VNO
krvnom plazmonte MR & QH N Ipktethd) X J LK

2.3. Transferin

Postoji nekoliko tipova transferina:krvnoj plazmi nalazimo serumski transfef&TT),
u bjelanjku ovotransferiioTf), a u mlijeku nalazimdaktotransferin(ITf). Svi oblici imaju
]IDMHGQLph& VWRI®VSRUW aHOMH]D

Serumski transferin ptein je molekulske mase oko 80 kDVDGU AL SROLSHSWLGC
679 aminokiselinaslika 1,koje tvore .-zavojnice i - Q D E U D Q slik& 2Mdstdrni raspored

Tea Domin Diplomski rad



§ 2. Literaturni pregled 10

lanca takav je da tvori dvije homologne podjedinice: N i C podjedirgdad.(N & C lobe, a

sYDND RG WH GYLMH SRGMHG LiQ\:FE i WE).®l Sviakd prodjstliticG R P H Q H
QDOD]L VH SR MHGQR YH38RMHIRVWR QDNFHDO MBVRUSFLMH |
NUYQRM SOD]PL YHAH ODNR L UHYHU]LEtta@s®@fM. QD DSRWUDQV

1 10
VAL PRO ASP LYS THR VAL ARG TRP CYS ALA

20 30 A0 50
VAL SER GLU HIS GLU ALA THR LYS CYS GLM SER PHE ARG ASP HIS MET LYS SER VAL ILE PRO SER ASP GLY PRO SER VAL ALA CYS VAL LYS LYS ALA SER TYR LEU ASF CYS ILE ARG
0 70 80 0
ALA ILE ALA ALA ASN GLU ALA ASP ALA VAL THR LEU ASP ALA GLY LED VAL TYR ASP ALA TYR LEU ALA PRO ASN ASN LEU LYS PRO VAL VAL ALA GLU PHE TYR GLY SER LYS GLU ASP
100 10 120 130
PRO GLN THR PHE TYR TYR ALA VAL ALA VAL VAL LYS LYS ASP SER GLY PHE GLN MET ASN GLN LEU ARG GLY LYS LYS SER CYS HIS THR GLY LEU GLY ARG SER ALA GLY TRP ASN ILE
180 150 160 170
PRO ILE GLY LEU LEU TYR CYS ASP LEU PRO GLU PRO ARG LYS PRO LEU GLU LYS ALA VAL ALA ASN PHE PHE SER GLY SER CYS ALA PRO CYS ALA ASP GLY THR ASP PHE PRO GLN LEU
180 190 200 10
CYS GLN LEU CYS PRO GLY CYS GLY CYS SER THR LEU ASN GLU TYR PHE GLY TYR SER GLY ALA PHE LYS CYS LEU LYS ASP GLY ALA GLY ASF VAL ALA PHE VAL LYS HIS SER THR ILE
220 30 250 250
PHE GLD ASN LEU ALA ASN LYS ALA ASP ARG ASF GLN TYR GLU LEU LEU CYS LEU ASP ASN THR ARG LYS FRO VAL ASP GLU TYR LYS ASP CYS HIS LEU ALA GLN VAL PRO SER HIS THR
160 270 280 250
VAL VAL ALA ARG SER MET GLY GLY LYS GLU ASF LEU ILE TRP GLU LEU LEU ASN GLN ALA GLN GLU HIS PHE GLY LYS ASP LYS SER LYS GLU PHE GLN LEU PHE SER SER FRO HIS GLY
300 3w 370 330
LYS ASP LEU LEU PHE LYS ASP SER ALA HIS GLY PHE LEU LYS VAL PRO PRO ARG MET ASP ALA LYS MET TYR LEU GLY TYR GLU TYR VAL THE ALA ILE ARG ASH LEU ARG GLU GLY THR
340 350 360 in
CYS PRO GLU ALA PRO THR ASP GLU CYS LYS PRO VAL LYS TRP CYS ALA LEU SER HIS HIS GLU ARG LEU LYS CYS ASP GLU TRP SER VAL ASN SER VAL GLY LYS ILE GLU CYS VAL SER
380 3%0 500 MO
ALA GLU THR THR GLU ASP CYS ILE ALA LYS ILE MET ASN GLY GLU ALA ASP ALA MET SER LEU ASP GLY GLY PHE VAL TYR ILE ALA GLY LYS CYS GLY LEU VAL PRO VAL LEU ALA GLU
20 430 840 450
ASN TYR ASN LYS SER ASP ASN CYS GLU ASP THR FRO GLU ALA GLY TYR PHE ALA VAL ALA VAL VAL LYS LYS SER ALA SER ASP LEU THR TRP ASP ASN LEU LYS GLY LYS LYS SER CYS
460 A70 480 430
HIS THR ALA VAL GLY ARG THR ALA GLY TRP ASN ILE PRO MET GLY LEU LEU TYR ASN LYS ILE ASN HIS CYS ARG PHE ASP GLU PHE PHE SER GLU GLY CYS ALA PRO GLY SER LYS LYS
500 510 520 530
ASP SER SER LEU CYS LYS LEU CYS MET GLY SER GLY LEU ASN LEU CYS GLU PRO ASN ASN LYS GLU GLY TYR TYR GLY TYR THR GLY ALA PHE ARG CYS LEU VAL GLO LYS GLY ASP VAL
540 550 580 570
ALA PHE VAL LYS HIS GLN THR VAL PRO GLN ASN THR GLY GLY LYS ASN PRO ASP PRO TRP ALA LYS ASN LEU ASN GLU LYS ASP TYR GLU LEU LEU CYS LEU ASP GLY THR ARG LYS FRO
580 590 600 610
vum.nﬂ.lrnnmmnsnlsmmmmmmmsmvuvummusnsrusm.umﬂsmuls:.vstummmmmusm:ml:ﬁ.tsu
620 630 B4U 650
wvumnspcrssmcummcrsu:umzmsmmmmsmmLsummnspnsvmvunsmeusmmsmmmmmmusm

679

Ll 670
LEU GLY GLU GLU TYR VAL LYS ALA VAL GLY ASN LEU ARG LYS CYS SER THR SER SER LEU LEU GLU ALA CYS THR PHE ARG ARG PRO

Slika 1. Aminokiselinski slijed transferiha

Domeneunutar podjedinic@ostavljenesu W D NR G D aRtivhbDnjestl ixa kojem se nalazi

vezno mjesttAHOMH]D 6D VW U D akiMidg nyjestaQmID@HD MHY BN RIIY LMH DQW LS
S O Rkpjélpovezuju dvije domene i ujedn®@ PRJIXUSMLEOLADYD Qdbimerla RGPLFI
odnosnaaktivno mjesto se otvara ili zatva@kolina oko aktivhog mjesta je hidrofiina/ D G U a L

puno polarnKk RVWDWDND DPLQRNLVHOLQD WH RNRni@MWMMpWDN PR
XYMHWL ]D YHIDQMH LRQD aHOMH]D

Tea Domin Diplomski rad



§ 2. Literaturni pregled 11

Fe** ion preferira koordinacijski broj 6. U transferinu sa p H Walrjdsima ve & X
aminokiseline s transferinskog polipeptidnog lant@asparagin, tirozin i histidjra na peto i
AHVWR NRRUG L GR&kRndmiMoH O0:R t& @ time upotpunjenaktaedarska
NRRUGLQDF kD3 &H@®dvahb] Ronformaciji apotransferinaroteinski ligandi u
direktnom su kontaktu sokolinom, dok priikom YH]DQMD aHOMH]D GROD]L G
konformacije te sH aHOMiaZEI X XQXWUDAQMRVWL RGQRVQR LVSRG
KarbonatQL LRQ NDR VLQH Ushdjplvesdnd X INRIRUG IQHLU DM X aHOM
QHXWUDOL]DFLML SR]JLWLYQRJ QIHRMD® XNKXVWWDR FRIYQHIMIPIMS
zaYH]DQMH A&HOMH]D

Slika 2 9 U S [piikeAS8tukturetransferinacrveno obojena vrpca predstavlja N podjedinicu,
a plavo obojena C podjedinicBDB broj 3QYP

Tea Domin Diplomski rad



§ 2. Literaturni pregled 12

Slika 3. Prikaz oktaedarske koordinaajeo Fe** ionau N-podjedinici serumskog transfas,

PDB broj 1A8F

2.4. Male kiralne molekule

Kiralnost je geometrijsko svojstvo nekin molekilaND&HPR GD MH QHND PROH
DNR VH QH PRAaH SUHNOR S LW Kinba yhylekieRePs vk BHRIR Hdja O LN R |
VH QH PRAH SUHNORSIDMIQRP WIRMRAP DN QLWL QDNRQ R
MHGQRVWUXNH YH]H LOL WUDQVODFLMH SD NDaHPR GD
konformacijama. Kako bi se odredilo je li neka molekula kiralna ili akiralna, potrebno je
DQDOL]JLUDWL VYH femiEkild.-NEQIR BBHBIMMHGQRVWDYQLMLK
XYMHW NLUDOQRVWL MHVW SRVWRMDQMH NLUDOQRJ FHQW L

2.4.1. Levodopa

Levodopaili L-dopa komercijalno je ime za -BidrokstL-tirozin odnosno(2S)2-
amino-3-(3,4-dihidroksifenil) proparsku kiselinu Prikaz molekulske strukture modelom
NOLQRYD WH PRGHORP NXJOLFD 4 MMkiSKaifdrm3dmiN@]DQ MH

Tea Domin Diplomski rad




§ 2. Literaturni pregled 13

CoH1iNOs. To e RSWLPpNL DNWLYDQ REOLN GRSDBézohih 8o QDOD] I
sviegWORAXWR RERMHQLK NULVWDOD LOL PiebakeDijgimK NULV
sastavu levodopa je aminokiselina koja nastaje biosintezom tirozina uz prisustvo tirozin
hidroksilaze. Prekursor je dopamina, adrenalina i noradrenalina, demldlann i L-tirozin,

levodopa je prekursor melanina.

Slika 4. Prikaz molekule3-hidrokstL-tirozina (levodopa)e modelomkuglice L & W @t®it D
XJOMLND VLYR VX RERMDQL MLVLND FUYHQR D GX&ALND SOl

2.4.2. D-dopa

D-dopalili dekstrodopapoznata je i po imau 3hidroksiD-tirozin. Slika 5 prikazuje
PROHNXOVNX VWUXNWXUX GHNVWURGRSH PRGHORBREFP NOLQR
molekulsku formulu kao i levodopaghiiNOs EXGXUL MH Q Mrezikuid @OeQidoL R P H U
po prostornom rasporedu atoma osimw skupina vezanih na kiralni centag)krutom je stanju
u obliku bezbojnih do bijelih kristala bez okusaimirdaGRSD ELRORANL MH QHDNWL

Tea Domin Diplomski rad



§ 2. Literaturni pregled 14

Slika 5. Prikaz molekule3-hidroksiD-tirozina SRPR U X Nt® pr@dd& Y¥kiglicai aWDS L1

modelam (sivosuobojeni atomi ugljika, crveno kisika, a plaj@mobojenDW R P GX&LND

2.4.3. Propranolol

1-naftalenl-iloksi-3-(propan2-ilamino)propai2-RO MH NUXWLQD pLML Mt
komercijalnih nazivapropranolo] slika 6 Njegova molekulska formula je1621NO».. Za
RWNULUH SURSUDQROROD - : %ODFN QDJUDYHQ MH 1REHOF

Slika 6. Prikaz molekulsketsukture propranololaS R PR U X NeédrikaR iiddelom kuglice
L & W @i8d.abbjeni ugljik, crveno kisik i plavo obojeni ato G X &£ N D

Tea Domin Diplomski rad



§ 2. Literaturni pregled 15

2.4.4. Propranolol +HCI

1-naftalenl-iloksi-3-(propan2-ilamino)propar2-ol hidroklorid ili propranoloiHCI,
kemijski je spoj molarne mase 295,80 g thddemijska formula spoja je 6H22CINO.. To je
bijeli prah gorkog okusaliez mirisa, a slika prikazuje njegovu molekulsku strukturu.

Slika 7. Prikaz molekulskestrukture 1-naftalenl-iloksi-3-(propan2-ilamino)propanr2-ol
hidroklorida®®

2.4.5. Prometazin

Prometazin ili N,N-dimetil-1-fenotiazin10-ilpropan2-amine kemijski je spoj
molekulske formuleCi7H20N2S i molekulske mase 284,4 g mpklika 8 U obliku je kruine,
WRpPpQLMH ELMAHDONKKGNRUEVOWMEOGR )RWRVHQ]LWLYDQ MH D X

plavu.
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Slika 8. Prikaz molekuleprometazinae prikaz modOR P N X J O L F @ivh s vbdjes L G D
DWRPL XJOMLND SODY R REMhBitQdtom suipertd) G X AL N D

2.4.6. Labetalol

2-hidrokst5-[1-hidroksi2-(4-fenilbutan2-ilamino)etillbenzamide il labetalol
kemijski je spoj molekulske mase 328,4 g mallika Q To je krutina sjetljiva na svjetlost i
vlagu. Labetalol ima dva kiralna atoma odnosno 4 stereoizo&& ( (R, izomeri su
neaktivni dok su$,R i (R,R aktivni WM SRND]XMX RSWLPNX DNWLYQRVW

Slika 9 Prikazdvodimenzijskestrukture labetaloate prikaz modHORP NXJOLFH L awDSL1
RERMDQL VX DWRPL XJOMLND S ODYR GXALND D FUYHQR NL
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2.5. Kiristalizacija proteina

Svaki je protein jedinstven pa se tako i proces kristalizacije proteina mora odvijati pod
RGUHYHQ@LOMHJID WSjetima.INdp@dces W LVWDOL]DFLMH XWMHpH YH
aAaWR NHPLMVNRJ &aWR IL]JLNDOQRJ L LOL ELRNHPLMVNRJ SR
SURWHLQD QH RYLVH PHYyXVREQR MHGQL R GUXJLPD 3R
najpovoljniji uvjeti za kristaliaciju pojedinog kristala te se sam proces svodi na princip
SRNXaDMD L SRJUHANH 8SUDYR WLP SRNXaADMLPD L SRJUH:Z
IDNWRUL NRML XWMHpX QD UDVW NULVWDOD SURWHLQD Wi
toplivRVW SURWHLQD 3RND]J]DOR VH GD @aWR MH pLVWRUD SURV
NULVWDOL]JLUDWL YHUD 8 WDEOLFL QDYHGHQL VX MRa QF

proteina.

Tablica 1. Kemijski, fizikalni i biokemijski fakt L NRML XWMHpX QD NULVWDOL]I

Kemijski faktori Fizikalni faktori Biokemijski faktori
Koncentracija proteina Temperatura yLVWRUD SURYV
Koncentracija taloga Tlak Vrsta liganada
Vrsta taloga 3RYUALQD Agregatno stanje
lonska jakost Vrijeme I[TRHOHNWULpPQ
6WXSDQM SUH]DV '"LHOHNWULpPQD VY Kemijska modifikacija
pH Viskoznost *HQHWLpPpND PR
Reduktivneoksidativho %U]LQD SRVWL]D Q Stabilnost proteina
RNUXAHQMH

2.5.1. Temperatura

7HPSHUDWXUD SUL NRadlizRajl prcteinQjp M jsobéai tempetatura il
temperaturaod 4°C. 1THNL SURWHLQL VODELMH VX W RBIDWRHMHU SSIULL Q
QLALP VH WHPSSIWIDMDOXYWDD MDVW EDNW sabilnbsD i poBtdfarHosX J U R & D
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proteina. Odabir pri k(oW HPSHUDWXUL UH VH RGYLMDWL NULVWDOL]
SURWHLQD SUL RGUHYHQRM WHPSHUDWXUL

2.5.2. pH

.DNR VH UDGL R NULVWDOL]DFL Mtoteibd RiQd&RArN IpK PR OHN
ILILRORANRP S+ S+ RNR 8NR OUNRRVMHQUWD &WU LRSN ULNIHOIPOIL
od7 SRWUHEQR MH SD]JLWL GD QH GRYH GR GHQDWXUDFLMH ¢
GLUHNWQR R S+ RWRSLQH WH UD]JOLND L]PHYyX DPRUIQRJ WL
se pokazati desetinki pH jediice.

2.5.3. Koncentracija proteina

.RQFHQWUDFLMD SURWHLQD MR& MH MHGDQ RG ELWQ
8NROLNR EL NRQFHQWUDFLMD ELOD SUHYHOLND X SURFHVX
kristala i sraslaca, odnosno ukolikoKanaentracija bila premala doladb usporavanja rasta
kristala. Za dobivanje kristala dobre kvaitV H NRMH PR aH P BerSHR|GtyuktirQoX W L U H (
DQDOL]L SRWUHEQR MH SRVWLUL VWXSDQM S Uddid3nLiHQMD

rastakristala

2.5.4. Topljivost proteina

.DNR EL LVWD,Qdrédn@® ga |6 privowtepitiQNeki proteini dobro su topljivi u
vodi dok drugi nisu. Otapala koja se uglavnom koriste su voda, polietilenglikol (kratica PEG)
ili neko drugo organsko otapalo. Pri odabiru pdgog otapala trebamo paziti da protein ne
DVRFLUD RGQRVQR GD QH VWYDUD DJUHJDWH X WBANYRM RV
UHJXOLUDWL GRGDYDQMHP VROL D WDNRVHU RYLVL L R WH
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Slika 10 Shematski prikaz krivulje mjivosti proteina kao funkcije ovisnosti koncentracije
precipitanta koncentracijgroteina

Proces kristalizacije sastoji se od nekoliko korgkavi je korak RGUHYLYDQMH pLV
SURWHLQD B8NROLNR SURWHLQ QLMH ]D g RofrebbdMdaYjeD M X i H
SURpLVWLWL 3URWHLQL VH SURpLaUDPMIMAAN IGKD WY R RIWVOWDX L
PROHNXOH L HOHNWULpPQRP QDERMX GR NraéhideliaG@LNDPD D
SURpLaAUDYDMX QD WHPHOMYO WHEHR EARNWIGSHRMQH. @D G3D F

Drugije NRUDN RWDSDQMH SURWHLQD X SRJRGQRP RWDSES
GRGDWNRP ELOR QHNH VROL LOL RUJDQVNRJ VSRMD 2WD
vodene otopine.7 U Hsé korak P R dpddijeliti u nekoliko faza fazu nukleacig, fazu rast
kristala ifazu |DY UMW D NULVWDOD 'RYRYVHQMHP RW&RELQH X V
osnoYQL XYMHW ]D SRpHWDN QXNOHDFLMH WH QDVWDMX PDOL
stvaraju u nesta® QRM J]RQL SUH]DYU®OHRQ W HR W R &eRitH dgdtbuR R
koncentraciju poteina jer prevellkiNRQFHQWUDFLMD SURWHLQD PRaH GRYH
precipitata i gubitka proteina. Kako se koncentracija otapala smanjuje, a koncentracija
precpitanta rasteraste i nukleuge se uslijed smanjenja koncentracije otopljenog proteina
QXNOHXV SRPLPpH L] QHVW D E hggjese] (RIQjid raxt KPistal sWA/IDE L O Q X
Ukoliko su stvoreni povoljini wjeti ]|D QXNOHDFLMX R Q bvaraRjalike@RbrdiavV WL GR
NULVWDOQLK MH]JUL .DNR EL L] NULVWDOQH MH]JUH QDVWI
YHOLPLQX NRMX QD]LY.D.RIR WNLLLLOADL pr¢HiD IYH QDp IRV XMH VH |
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volumena jezgre$NR MH]JUD SRQXNVYH@H pNQXWL]pQMH UH QDVWDWL
MH]JUD PDQMD RG NULWLpPpQH Y kt@dapja Q iHrestaRk@ ppstupkeR VSR
kristalizacije

I1DMEROML UDVW NULVWDOD SRVWLa&H VH VPDQMHQMHP
nastati velik boj kristalnih jezgi te rezultirati rastom velikog broja manjih kristala ili
QDVWDQNRP DPRUIQRUDWIVORUDVWDRORYARUD EL8Wée WR VSR
takvim uvjetima molekule i atonmolagano i pravilno orijentirajls U L [skv&ragu pavilnu i
VLPHW U L pjQkdstRlLitaukturu.

Preciptanti poput PEGa te raznih soli imaju visok afinitet prema vodi i mogu ju
imobilizirati L QD WDM Q Dipypllji@svipde@aMRVBOMLYRVW SURWHLQD PR3
isoljavanjen (end. salting oud i usoljavanjen (end. salting in. Isoljavanjem sesmanyje
ionska jakosbtopine, dolazi dgubitka nabijenih iona teaSRPLQMH VW Y-praddnQ MH S U |
LOQWHUDNFLMD a4WR GRYRGL GR SDGD WRSGMuudeRsan&¢ L L VW
usoljavangm S R Yadseldnska jakostotopine,a samim time i topljivost proteinte se
SRVSMH&AXMH SURBEWVPNIWRKRONDODY.DMAMHRH L XVROMDYDQMHP W

regulirati i promjenom pH otopine i promjenom temperature.

2.6. Metode kristalizacije

2G |DpHWDND NULVWDORJUDILMH SD GR GDQDV UD]YL
SURWHLQD WHKQLND GLIX]LMH L] WHNXULQH X WHNXUOLQX \
metodalengl batch+VHULMD &DUA&D

Tehnikom difuziie i WHNXULQH X WHNXULQX RWRSLQD SURWHL
UHDJHQV VWDYOMDMX VH X NDSLODUX SRPRUX LJOH ,]JPHyVyX

postepeno difundiraju jedna u drugu.

7HKQLND GLIX]LMHOPBUD YIRMH /D RGPE VWML @Ikav HUH ND
11, B) LOL PHWRGD MHGIHAH. RARN® SAHWRGH YLVHUH NDSL X V
kristalizaciju nalazise P D W L [§p@ecipifatna otopina)nad nju se postavlja silikonizirano
stakalce na kojem se nalazi képD V W D @QjPmRIGUHEBIRMIBEMDW Lp Q GRUHHYH QR J
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volumenaotopine proteina Q D M luldr&jérd1:1). Cieli sustav dobro se zatvorako bi bio
KHUPHWLpPNL ]DWYR WBY biMsiiavhRe BtbpinéHz spremnik&rincip
kristalizacije metodom difus H SDUD YLVHUH L VMHGWNWMHGBG6H MHB SLLV NR
seza kristalizaciju proteina I RWRSLQD PDOH SRYUALQVNH QDSHWRVWL
GD QH GRYyH GR SUROLMHYDQMD NDSOMLFH VD VWDNDOFD

A B
Slika 11 Prikaz méode VM H G H (A pUR.SID] PHWRGKB)¥LVHUH NDSL

Tehnika dijalize metoda je kristalizacije kod koje se ne mijenja koncentracija proteina. Do
kristalizacije dolazi zbog difuzije molekula liganda kroz polupropusnu membranu jer dolazi do
SUH]DVLRBENROD SURWHLQD XQXWDU PHPEUDQH 2YLVQR R
PHWRGD PRAH UDGLWL X FMHYpLFL ]D GLMDOL]X LOL X PLNL

A%DWFK3® PHWRGD QDMVWDULMD MH L XMHGQR L QDMMt
7DORAQL UHDHMHRWERSDYX SURWHLQD 2WRSLQD SRVWDMH
XYMHWL ]D SRpHWDN NULVWDOL]DFLMH .DR L NRG PHWRGH
VSULMHpPLOR LVSDUDYDQMH

2.7. Kristali

.ULVWDOL VX WURGLPH Q] LiRmIek@sQatorfaiillidra &ofi pridju UDV SR L
RGUHYHQ REOLN L NDUBviRiViisldl WR EPQR VY iimy \BOWI30
prostornih grupaX MHGQX RG WRpPpMBDEYXH RGXSHHUDYDLVRYLK UH

jedan od 7 kristalnih sustava.
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Kristale opisujemo:

MHGLQLp QRdsnivheGedibi¢a Roja gradi kristal.
SURVWRUQRPWRH#MHWINRRPVWRUQL S HauLkej&iups@akaUDV SR |
WRpPpND SUHGVWDYOMD VWUXNWXUQL PRW(@IYsuUGHILQLLU
EULGRYL MH G L Qlppr@léiniisrb@dtijskich dsigdili su okomiti na ravnine
VLPHWULMH D V SRPRUX NRMLK VH WUDQVODFLMRP
UHAHWND 3URNVWAH®HQUWEME@ HMHN X

kristalografskim osima- one RGUHyXMX NRRUGLQDRKs@E. VXVWD
5D]OLNXMHPR RVL GUXJRJ WUHUHJ pHWYUWRJ L aHV
kristalnim sustavom- na temeljuosi i kutoYD PHYyX NULVWDORJUDIVN
razlikujemo sedam kristalnih sustava (tablica 2)

%QUDYDLVRYLR WRANWNDHADNRQDpPQL ULKE SRakviinG G LV N |
PHyXVREQLP UDVSRUHGRP L RULMHQWDFLMRP GD RN

izgleda potpuno jednako bez obzira iz kpge smjera promatra (slik&)l

Tablica 2. Podjela kristalnih obitelji i kristalnih sustava
kristalna obitelj | kristalni susav potrebni elemensimetrije EURM \| broj prostornih
geometrija grupa
triklinska triklinski - 2 2
monoklinska | monoklinski | jedna os 2reda ilim 3 13
. tri osi 2 reda ili jednaos
rompska rompski 2. redai dvije m 3 59
tetragonska | tetragonski | jednaos 4 reda 7 68
heksagonskg trigonski | jedna os 3reda S 25
heksagonskg heksagonski| jedna os 6reda 7 27
NXELPp NXELp| pHWLUred® VL 5 36
UKUPNO 32 230
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Slika12. 3ULND] % U DY D [PV Rpyimikvnel H eldiwskainal H & HONVYb&rY no
centrirana; FfSOR a QR F H &ovstbtnd/o@mno centriran® +trigonska

Proteini ne kristaliziraju u s\K SURVWR U Q L Krighjgn @dbcdlme\aiigeWcentra

inverzije dolazi do prelaska4aminokiseline u BaminokiselinX D NDR &aWR JQDPR SUR
JUDVHQL LV N@nhdkskelin&k KRdXristala pteina dozvoljene su samo one gtiarne

JUXSH NRMH VDGU&H URWB¥FLMVNH RVL LOL YLMpDQH RVL

2.8. Rentgenska strukturna analiza

Kako bi se mogao podvrgnuti rentgenskojukturnoj analizi kistal mora biti
RGJRYDUDMXUH NY RéntgenskslvdtrukiuriaHaDdlipal terktlji se na rentgenskim
zrakamalektromagnetskn valovima YDOQH G XOM B QuHIOE R NRML VH UDVSU3&
na elektronima odnosno daju nam podakeHOHNWUR QVNR M J X R&tBeingkeD W R P D
JUDNH QH RWNODQMDMX VH QLWL X HOHNWULpPQRP QL X PDJ
PLMHQMDMX VHdaskom &iod Kridtdd Dentgenske zrake se ogibaju i dolazi do
interferencije tedobijemo sliku difrakcijskih maksimuma. Iz slike difrakcijskin maksimuma
UDpXQDPR PDSX HOHNWURQVNH JXVWRUH SUHPD NRMRM
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Difrakcijom se detektirajsamoonivDORYL NRML VH UDVSU&XMX X ID]JL V
interferiraju 'L 1U D N F L M BamebkGj&Rzadoy@jen Braggov zakbhislika 13 koji glasi:

20na sin G Q

gdje jedws UD]JPDN L]JPHYX GYLMH VXVMH G Q HG&KDYugad®dtop® L O O H U
UHQW JHQV Nakna]duprid DH Q W J H Q VjaliR Jeijell BrdjHel difrakcije.
. RQVWUXNWLYQD LQWHUIHUHQ FiciébbrgjiH GRIJDYyD DNR L VDPR

Difrakcija rentgenskih z&ka na monokristalu daje namformaciju o kristalnoj
strukturi. Kako bi se difrakcijska slika kristataogla pravilno iterpretirati SRaAHOMQR MH LP
monokristal koji PRUD ELWL RGUHYHQH YHOLPLQH XQXWDU JUDQ

rentgenskih zraka).

Slika 13 Braggov zakon
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8§ 3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Priprema otopine pufera

Koristio se pufematrijev citrat. Za pripemu 0,1 M otopine pufera bilo je potrebno
pripremiti vodenu otopinu limunske kiseline i vodenu otopinursatiiijevog citrata. Odvagano
je 768,52 mg limunske kiseline {8s07) molekulske mase 192,13 g mdlnadopunjeno s 35
mL destilirane vode. NatajbpLQ SULSUHPOMHQD MH 0O RWRSLQD OLP;
odvagano je 1032,28 mmatrijewvog citratadihidrata(NasCsHs0O7) molekulske mase 25387 g
mol? i nadopunjeno do 40 ml destiliranom vodom. Dobivena je 1 M otapiti@evog citrata.
pH vrijednast pufera korigirana je 10 M otopinom NaOH dok nije dobivena otopina vrijednosti
pH 6,8.

3.2. Priprema otopina liganda (malih kiralnih molekula)

Ispitana je topljivost polaznih sustanci u destiliranoj vodi. Levodogdeakstralopa
topljivi su u vodiuz dodathl NORURYRGLPpQH NLVHOLQH .Labefaldlse RUR YR C
W HaN R WRediDd®Ibsu ostali spojevi topljivi u vodi.

Pripremljena je 0 RWRSLQD OHYRG®R®DBam [ 2Q,03mhgJeddpga M H
molekulske mase 197,19 g malotoplieno u /| GHVWLOLUD QWMDYWR GH/X] @RGD
NORURYRGLpQH NLVHOLQH

Za pripremuotopine Ddopa(M, = 197,19g mol) odvagano je 21,16 mg supstance te
otoplienou535/ GHVWLOLUDQH YRGH X] GRGDWDN Dobivena 0 NORU
je 0,2 M obpina Ddope.
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0,2 M dopina prometazina (molekulska masa 284,42 gtjnmdpravljenge vaganjem
je 12,87 mg prometazina tefgpendorfova epruvetaadopunjena s 220/ destilirane vode.

Otapanjem 20,26 mg labetalola (M 328,41 g mot X | Grhiné Wold®© L
GRELYHQD MH SMHQDVWD VXVSHQ]LMD /DEHW DJO\R@D M@ RE LR
PLMH&DRMWH MO L F L

Od izvaganog propranolqglé,19 mg molekulske mase 259,34 g mphapravljena je
vodena otopin®tapanjem u / destlirane vode.Dobivena otopina bila je koncentracije
0,2 M.

PropranolotHCI, 1,47 mg otopljenje u /| GHVWLOLUDQH YRGH L WDNR
M otopina.

3.3. Priprema otopine apotransferina

Vodena otopina apotransferina dobivena je tako da se odvagalmg,proteina (M=
80 kD) te je otoplien u /| GHVWLO L KisaH apwtrasidria dobiven su

kristalizacijom prema shemitablici 3.
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Tablica3. Volumeni otopina i vode u precipitantnim otopinaméamatalizaciy apotransferina

140 uL 50 % 150 uL 50 % 160 uL 50 % 170uL 50 % 180 uL 50 % 190 uL 50 %
PEG PEG PEG PEG PEG PEG

50.0uL 1M 50.0uL 1M 50.0uL 1M 50.0uL 1M 50.0uL 1M 50.0uL 1M
MES pH=6.5 MES pH=6.5 || MES pH=6.5 || MES pH=6.5 || MES pH=6.5 || MES pH=6.5
75.00uL1M || 75.00uL1M || 75.00uL1M |[ 75.00uL1M |[ 75.00uL1M || 75.00uL1M
natrijevcitrat natrijevcitrat natrijevcitrat natrijevcitrat natrijevcitrat natrijevcitrat
235.00 uL 225.00 uL 215.00 uL 205.00 uL 195.00 uL 185.00 uL
H.O H.O H.O H.O H.O H-O

140uL 50 % 150 uL 50 % 160 uL 50 % 170 uL 50 % 180 uL 50 % 190 uL 50 %
PEG PEG PEG PEG PEG PEG

50.0uL 1M 50.0uL 1M 50.0uL 1M 50.0uL 1M 50.0uL 1M 50.0uL 1M
HEPES HEPES HEPES HEPES HEPES HEPES
pH=6.8 pH=6.8 pH=6.8 pH=6.8 pH=6.8 pH=6.8
75.00uL 1M || 75.00uL1M || 75.00uL1M |[ 75.00uL1M |[ 75.00uL1M || 75.00uL 1M
natrijevcitrat natrijevcitrat natrijevcitrat natrijevcitrat natrijevcitrat natrijevcitrat
235.00 uL 225.00 uL 215.00 uL 205.00 uL 195.00 uL 185.00uL
H.O H.O H.O H-O H-0O H-O

140 uL 50 %
PEG

50.0uL 1M
HEPES
pH=7.0

75.00uL 1M
natrijevcitrat

235.00 uL
H-O

150 uL 50 %
PEG

50.0uL 1M
HEPES
pH=7.0

75.00uL 1M
natrijevcitrat

225.00 uL
H-O

160 uL 50 %
PEG

50.0uL 1M
HEPES
pH=7.0

75.00uL 1M
natrijevcitrat

215.00 uL
H20

170 uL 50 %
PEG

50.0uL 1M
HEPES
pH=7.0

75.00uL 1M
natrijevcitrat

205.00 uL
H20

180 uL 50 %
PEG

50.0uL 1M
HEPES
pH=7.0

75.00uL 1M
natrijev citrat

195.00 uL
H20

190 uL 50 %
PEG

50.0uL 1M
HEPES
pH=7.0

75.00uL 1M
natrijevcitrat

185.00 uL
H20

140 uL 50 %
PEG

150 uL 50 %
PEG

160 uL 50 %
PEG

170 uL 50 %
PEG

180 uL 50 %
PEG

190 uL 50 %
PEG

50.0uL 1M 50.0uL 1M 50.0uL 1M 50.0uL 1M 50.0uL 1M 50.0uL 1M
HEPES HEPES HEPES HEPES HEPES HEPES
pH=7.0 pH=7.0 pH=7.0 pH=7.0 pH=7.0 pH=7.0
75.00uL1M || 75.00uL1M |[ 75.00uL1M || 75.00uL1M || 75.00uL1M || 75.00uL1M
natrijevcitrat natrijevcitrat natrijev citrat natrijevcitrat natrijev citrat natrijev citrat
235.00 uL 225.00 uL 215.00 uL 205.00 uL 195.00 uL 185.00 uL
H,O H,O H.O H,O H-O H,O
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3.4. Postupak kristalizacije

Za kristalizacijuproteinakoristiase WHKQLND GLIX]LMEDE DNBRD LYAW H Q M HN |
metodeR G O Xp LD K tailoga:l) |[ERJ PD OH déskupriop p@teing.) na jednoj
kristalizaciiskRM SORpL PR JXilLHi BV H CL]]OY IHWM WL X) 2b0dbmsis\dbrenzi® FLMD W
i lakog baratanjavn. NULVWDOL]DFLMVNLP SORpDPD

Kristalizaciske otopine postavljenje su u kristalizacijsgeO RypHHO 14kE_<pridmnika
SURL]YRYDpDReséaRIS KR QA4 SULND]XMH NULVWDOL]DFLMVNX
HamptonResearch6 SUHPQLFL VX R]QDpHQL RNRPLWR VORYLPD RG
RG GR UDGL ODNaHJ SUDUHQMD

Sika4 3ORpPD ]D N6 UNE\BPERAMIKD F L M X

U svaki spremnik stavljeno jeriL otopine SUHFLS LW D Q WIDW LR W&mHsi@mi A

iz tablice4. 1D VLOLNRQL]JLUDQR VWDNDOFH VWDNDOFH MH V
razlijevanje kapi) prvo je postavljena kap otopine protéfi@ O X P H QUDtu kap cbdana je

kap otopie PDW LIYQRLPHPHQDR] VSUHPQLND L]QDG NRMHKslikaiH VH QL
16). Tako pripremljena stakalca postavljena su na spren@pkemnici imaju ravnu gornju
SRYUALQX NRMD MH SUHPD]DQD VD VLOLNRQVNRRePDVWL
VSUHpPDYD LVSDUDYD QMWHRBWQRES LGHE ARAB DRI LMH ELOD b
]DGUADOH VLWQH JUXGLFH WH QLMH ELOR PRJXiUH VWDYLW
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NROLPLQH RWRSLQH SURSUD QR ORj®d& guBildRoOAR Wdd&P u VY H J D
WLSV SLSHWH X&DR JUDN

Tablica 4. Shema postavljeh uvjeta kristalizacije apotransferina s malim Kkiralnim

molekulama
Al B1 C1l D1 El F1
340uL 50 M 340uL 50 M 340uL50 M 340uL50 M 340uL50 M 340uL 50 M
PEG 3350 PEG 3350 PEG 3350 PEG 3350 PEG 3350 PEG 3350
100.0uL 1M 100.0uL 1M 100.0uL 1M 100.0uL 1M 100.0uL 1 M 100.0 uL 1M
MES pH=6.5 MES pH=6.5 MES pH=6.5 MES pH=6.5 MES pH=6.5 MES pH=6.5
100.0uL 1M 100.0uL 1M 100.0uL 1M 100.0uL 1M 100.0uL 1 M 100.0uL 1 M
natrijevcitrat natrijev citrat natrijev citrat natrijev citrat natrijev citrat natrijev citrat
50.00 uL 0.2V 50.00uL 0.2 M 50.00uL0.2M 50.00 uL 0.2V 50.00uL0.2M 50.00uL 0.2 M
D-dopa L-dopa prometzin labetalol propranolotHCI propranolol
41000 uLH0O 410.00 ulH,0 410.00 uLH,O 410.00 uLH,O 410.00 uLH,O 410.00 ulH,0
A2 B2 Cc2 D2 E2 F2
340uL 50 M 340uL50 M 340uL50 M 340uL50 M 340uL50 M 340uL 50 M
PEG 3350 PEG 3350 PEG 3350 PEG 3350 PEG 3350 PEG 3350
100.0uL 1M 100.0uL1M 100.0uL1 M 100.0uL1 M 100.0uL1 M 100.0uL 1M
MES pH=6.5 MES pH=6.5 MES pH=6.5 MES pH=6.5 MES pH=6.5 MES pH=6.5
100.0uL 1M 100.0 uL 1M 100.0uL1 M 100.0uL1 M 100.0uL1 M 100.0uL 1M
natrijevcitrat natrijev citrat natrijev citrat natrijev citrat natrijev citrat natrijevcitrat
50.00uL 0.2 M 50.00uL 0.2 M 50.00uL 02 M 50.00 L 0.2 M 50.00uL 0.2 M 50.00uL 0.2 M
D-dopa L-dopa prometazin labetalol propranolotHCI propranobl
410.00 uLH,0O 410.00 uLH,0O 410.00 ulH,0 410.00 ulH,0 410.00 ulLH0 410.00 uLH,0
A3 B3 C3 D3 E3 F3
340uL 50 M 340 uL 50 M 340 uL 50M 340 uL 50 M 340uL 50 M 340uL 50 M
PEG 3350 PEG 3350 PEG 3350 PEG 3350 PEG 3350 PEG 3350
100.0uL 1M 100.0uL1 M 100.0uL1 M 100.0uL1 M 100.0 uL 1M 100.0uL 1M
MES pH=6.5 MES pH=6.5 MES pH=6.5 MES pH=6.5 MES pH=6.5 MES pH=6.5
100.0uL 1M 100.0uL1 M 100.0uL1 M 100.0uL 1M 100.0uL 1M 100.0uL 1M
natrijev citrat natrijev citrat natrijev citrat natrijev citrat natrijevcitrat ndrijev citrat
50.00 uL 0.2V 50.00uL 0.2 M 50.00uL 0.2 M 50.00uL 0.2 M 50.00uL 0.2 M 50.00uL 0.2 M
D-dopa L-dopa prometazin labetalol propranolotHCI propranolol
410.00 uLH,0O 410.00 uLH,0O 410.00 ulH,0 410.00 ulH,0 410.00 ulLH,0 410.00 ulH,0
Ad B4 c4 D4 E4 F4
340uL 50 M 340 uL50 M 340 uL 50 M 340 uL 50 M 340uL50 M 340uL 50 M
PEG 3350 PEG 3350 PEG 3350 PEG 3350 PEG 3350 PEG 3350
100.0uL 1M 100.0uL1 M 100.0uL1 M 100.0uL1 M 100.0uL 1M 100.0uL 1M
MES pH=6.5 MES pH=6.5 MES pH=6.5 MES pH=6.5 MES pH=6.5 MES pH=6.5
100.0uL 1M 100.0uL1 M 100.0uL1 M 100.0uL1 M 100.0uL 1M 100.0uL 1M
natrijev citrat natrijev citrat natrijev citrat natrijev citrat natrijevcitrat natrijev citrat
50.00uL 0.2 M 50.00uL 02 M 5000uL 0.2 M 50.00uL 0.2 M 50.00uL 0.2 M 50.00uL 0.2 M
D-dopa L-dopa promeazin labetalol propranolotHCI propranolol
410.00 uLH,0 410.00 uLH,0 410.00 ulH,0 410.00 uLH,0 410.00 uLH,0 410.00 uLH,0
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Slikal5 3RVWXSDN NULVWDOL]DFLMH PHWRGRP GLIX]LI

1DNRQ 4WR VX QD VYD VWRWRGEDHS BUWWWYQ®B QH RNMDRSI.L Q F
VSUHPQLND VWDNDOFD VX SRVWDYOMHQD QDG Rst&kARYDUD M
15. Pod mikroskopom se zatim provjerip OL PRAGD NULVWD OLpbjédinMhD YHU ]L

kapljicama (tablica .
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Tablica4 2SDabQMD

QHSRVUHGQR QDNRQ SRVWDYOMHQH NULV

Al +]DPX0| Bl +]DPXu|Cl1 + PMHK] D1 £+ ]DPXU|El1 £+ ]DPXU|F1 + ]DPe&had
otopina otopina zraka nalaze se | otopina otopina otopina
kapljici, po
RERGX VH
stvarati korica
A2 £ ]DPX0| B2 £+ ]DPXu| C2 zvidljivo je | D2 # vidi se| E2 +# |DPXi[ F2 + |DPXi
otopina otopina RQHpLAaUH| grudica otopina otopina
kapljice labetalola u
otopini
A3 £ bistra| B3 £ ]DP XU| C3 tukapljicise| D3 + vidi se| E3 + |DPXu| F3 + bistra
otopina otopina nalazi velik broj | grudica otopina otopina
PMHKXULU labetalola u
otopini
A4 £ ]DPXu|[B4 + histra|C4 + ]DPX0| D4 + vidi se|E4 + |DPXuU|F4 + [DPXU
otopina otopina otopina grudica otopina otopina
labetalola u
otopini

Tako pripremljeni kristalizacijski spremnik stavljen je da stoji na stalnoj temperaturi od 20 °C

14 dana.
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8 4. REZULTATI | RASPRAVA

IDNRQ GDQD NULVWDOL]DFLMVNL VSUHPQLN SRVWDY!
oznake spremnika gdje su nastali kristaARELYHQL VX VOMHGHUOL UH]XOWDWL
suu spremniku Al, slikd6, u kojem se odvijala kristalizacija apotsé&rina s dekstrodopom
nastai VLWQL NULVWDOLUL SURWHLQVNRJ NRPSOHNVD 'REL’
ispitivanje odisno difrakciju rentgenskih zraka. U ostalim spremnicima A2, A3 1 A4, a u
NRMLPD MH WDNRyYyHU ELOD RWRSLQD GHNVWURGRSH GRAaOI
VUDVODFD NRML WDNRYHU QLVX ELOL SRIJRGQL |]D GDOMQM€E

Slika 16. Nastali k(LVW D OL UL D S RAaMOD WsgrermbikuD V

U spremnicima C1l, C2 i C3, gdje se odvijala kristalizacija apotransferina s
SURPHWD]LQRP QDVWDOL VX NULVWDOLUL VUpiwaupeFL QHSI
QDVWDOH NULVWO OBIVSX NBQHEHNPXQBNXQLMH GRAOR GR VWYDL
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Slika 17 6UDVODFL DSRWUDQVIHULQD L SURPHWD]LQD L] NUI
oznakom C3

Slika 18 prikazuje nastali monokristal apotransferina i propranolol hidroklorida iz
spremnika E4. Dobiveni monokristal nije pogodne kvalitete za daljnje ispitivanje niti
SRGYUJDYDQMH UHQWJHQVNRM VWUXNWXUQRM DQDOL]L M
napuknuo. U ostalim spremnicima u kojima se nalazio propranolol hidroklorid i apetiansf
QLMH GRAOR GR NULVWDOL]DFLMH

Slika 18. Monokristal apotransferina i propraneldCl-a nastalog u kristalizacijskom

spremniku E4
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Slikal9 .ULVWDOL DSRWUDQVIHLQD L SURSUDQROROD QDV\

8 VW XSFX mRs$igMorp R @oiRvljeni su uvjeti kristalizacije apotransifga i propranolola.

Na slici 199 SULND]DQL VX QDVWDOL PRQRNULVWDOL GYD PDQ
nepravilnog oblika. U istoj kapljici nastalo je i nekoliko siimipakupina sraslaca. Na slici 20
prik D] DQL VX QDVWDOL NULVWDOL X VSUHPQLNX NULVWDOLU!
PRQRNULVWDO SUDYLOQLMHJ REOLND WH MHGDQ PDQML QH
R]IQDpHQLK NDR ) L) QDVWDOL VX VUDVODFL

Slika 2. KristaliapottDQVIHULQD L SURSUDQROROD X VSUHPQLNX |
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Slika 21. Monokristal apotransferina HIGRSH QDVWDORJ X VSUHPQLNX R]QDp
Slika 21 prikazuje monokristal apotransferina i levodope. Nastali monokristal dobre je kvalitete
L P Rs& odvrgnuti rentgenskoj strukturnoj analizi. U spremniku s oznakom B2 nastali su

sraslacidok su otopine u spremnicima B2 i B4 bile crno obojene.

8 VSUHPQLFLPD V ODEHWDORORP R]QDpHQR R]QDNDPD RG |
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§5. =$./-8y$.

U ovom diplomskom radu opisan je postupak kristalizacije derivata apotransferina s
malim kiralnim molekulama: {dopom, Ddopom, prometazinom, labetalolom, propranololom
i propranoloiHCI-om. Uzorak derivata apotransferina otopljen je u redestiliranoj véai ka
se dobila 0,2 M otopina (topljivost apotransferina iznosi 50 mg/ml). Pripremljene su i 0,2 M
RWRSLQH PDOLK NLUDOQLK PROHNXOD RWDSDQopaiP X UHGH
GRSD RWDSDQMH MH L]YUGHQR X UHEHRWéendjérd @QRM YRGL
RWRSLQD SXIHUD QDWULMHYRJ FLWUDWD 8 SRVWXSNX NUL
i 1 M otopina MESa pH=6.5.

=D NULVWDOL]DFLMX VH NRULVWLOD PHWRGD GLIX]LMH

kapiitonaQDpLQ GD VH QD VLOLNRQL]JLUDQR VWDNDOFH VWDY|
SUHFLSLWDFLMVNH RWRSLQH YROXPHQD O 6LOLNRQL]LL
V SUHFLSLWDFLMVNRP RWRSLQRP 7DNR SUb&|jHROMHQD
WHPSHUDWXUX RG f& 1DNRQ GDQD S WhikkvobkbpdRP NULV
XWYUYVyHQ Rz dMdhin€&  BAb6Km nastalisraslaci i mikrokristalis otopinom u koju je
dodana.-dopau jednom od spremnika nastao monokrigpakcipitacigka otopina spremnika
VDGUADYDOD MH O 3(* O O00(6 S+ O

O RWRSIRGH /L O UHGHVWLOLUDQH YRGH X MHGQRP VSI
dvaspremnikau kojima se nalazila levodopadisu crno obojena. Otopina se obojila jer je u
kontaktu sa zrakom labetalol oksidirao. U spremniku u redu C, gdje se odvijala kristalizacija
apotransferina s prometazinom nastali su sraslaci, dok u spremniku u redu D, u kojem je bio
apotransferin i labetal nisu nastali niti sraslacii monokristal. Kristalizacijom apotransferina
i propranolothidroklorida u tri spremnika nastali su sraslaci, dok su u jednom spremniku nastali
monokristali, no bili su premaleni za daljnju obradu. U dva spremnika s propi@nabastali
su sraslaci, a u ostala dva spremnika nastalo je nekoliko kristala, neki od kojih su bili pravilnog

odnosno nepravilnog oblika.

Kako bi potvrdili da su u navedenim spremnicima nastali upravo kristali apotransferina

s levodopom, proporanololom propranolol hidrokloridom isti moraju biti podvrgnuti
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rentgenskoj strukturnoj analizi odnosno nekom drugom postupku, a koji bi nam dao podatke o
WRpPQRP VDVWDYX QDVWDOLK NULVWDOD

2YLP UDGRP SRND]DQR MH GD QD QDVW D QGR&ikKrojLVWDOD
UD]OLpLW,Lod kijiv shekiD MDVWRUD L NROLpPpLQD SROD]QLK VXSV
koncentracija precipitajske otopine. dko sam postupak izgleda jednostavkiistalizacija je
uistinu VORaHQ S UR KHWR & LNRMHXstalPde g@&iRekAldte za daljnju obradu,
PRUDPR SULSD]LWL QD YHOLN EURM XYMHWD NRML VX pHVW

.DNR MH X QHNLP RG VSUHPQLND GRAOR GR NULVWDO
GRELYHQL UH]XOWDWMOQWUIPLVLWWWD a0l DQ MDPD R QDpLQX

molekula na apotransferin.
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8 6. POPIS OZNAKA, KRATIC A | SIMBOL A

apoTf apotransferin

oTf +ovotransferin

STf +serumski transferin

ITf tlaktotransferin

PEG zpolietilen glikol

HEPES- [4-(2-hidroksieti)-1-piperazinl Jetarsulforska kiselina
MES - 2-(N-morfolino)etarsulfonskakiselina
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8§ 8. DODATAK

8 'RGDWNX VX QDYHGHQH MRa QHNH PRJXUH rw&mdafitd NULV WD
NLUDOQLP PROHNXODPD NRULAWHQMHP UD]JOLPpLWLK NRQFH

Tablica D1 Shema postavljanja kristalizacije pripremu 0,01 M otopina malih kiralnih
molekula(samo koncentracije supstangija

17 M PEG 3350 17 M PEG 3350 17 M PEG 3350 17 M PEG 3350 17 M PEG 3350 17 M PEG 3350
0.1 M MES 0.1 M MES 0.1 M MES 0.1 M MES 0.1 M MES 0.1 M MES

H= D= pH=6.5 o pH=6.5 pH=6.5
pH=6.5 pH=6.5 - pH=6.5 . "
0.1 M natrijev 0.1 M natrijev 0.1 Mnatrijev 0.1 M natrijev 0.1 Mnatrijev 0.1 Mnatrijev
citrat citrat citrat citrat citrat citrat
0.01 M D-dopa 0.01 ML-dopa g}g#gazin 0.01 M labetalol gégérgﬂnolo}HCI gfggljrg/lnolol
17MPEG 3350 || 17MPEG 3350 || o/ FECI30 || 17 MpEGa3se || 1 MPEC 3350 ) 17 M LG S350
0.1 M MES 0.1 M MES o ME 0.1 M MES o MES 02 M MES

_ — pH=6. - pH=0. pH=06.

8H_6'5 " pH=6.5 0.1 M natrijev pH=6.5 0.1 M natrijev 0.1 M natrijev

.1 M ndrijev 0.1 M natrijev citrat 0.1 M natrijev citrat citrat
citrat citrat citrat
0.01 MD-dopa 0.01 ML-dopa gf}# - 0.01 M labetalol gfc?;rgﬂnololHCI gkgérgﬂnolol
17 M PEG 3350 17 M PEG 3350 371MMPNEIE§SSQ’50 17 M PEG 3350 3')71’\;'/"3,\/"5583350 é7ll\l<|APNI|EEGS339
0.1 M MES 0.1 M MES N 0.1 M MES N )

a " pH=6.5 - pH=6.5 pH=6.5

pH=6.5 pH=6.5 . pH=6.5 . "
0.1 M natrijev 0.1 M natrijev ((:)i.tji:a,lll natrijev 0.1 M natrijev gi't%all/l natrijev gi.t%all/l natrijev
citrat citrat citrat
0.01 M Ddopa 0.01 ML-dopa 3}2rln gazm 0.01 M labetalol &gérgﬂnmomm 8;2;2’;0'0'
17 M PEG 3350 17 M PEG 3350 17 M PEG 335 17 M PEG 3350 17 M PEG 3350 17 M PEG 3350
0.1 M MES 0.1 M MES 00.1 M MES 0.1 M MES 0.1 M MES 0.1 M MES

O O pH=6.5 O pH=6.5 pH=6.5
pH=6.5 pH=6.5 ; pH=6.5 , )
0.1 M natrijev 0.1 M natrijev (c)lt]r-a,:/I natrijev 0.1 M natrijev (c)i't::a’;/l natrijev gi.t::all/l natrijev
citrat citrat citrat
0.01 M D-dopa 0.01 ML-dopa gll’?)lmgazin 0.01 M labetalol g;g;rgﬂnololHCI g;g;r’;/lnolol
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Tablica D2 Shema postavljanja krisizdcije uz pripremu 0,IM otopina malih kiralnih

molekula

180 uL 50 %
PEG 3350
150.0uL 1M
natrijev citrat
100.00 uL 0.1 M
L-dopa

70.00 uL HO

180 uL 50 %
PEG 3350
150.0uL 1M
natrijev citrat
100.00 uL0.1 M
D-dopa

70.00 uL HO

180 uL 50 %
PEG 3350
150.0uL 1M
natrijev citrat
100.00 uL 0.1 M
prometazin

70.00 uL HO

180 uL 50 %
PEG 3350
150.0uL 1M
natrijev citrat
100.00 uL 0.1 M
labetalol

70.00 uL HO

180 uL 50 %
PEG 3350
150.0uL 1M
natrijev citra
100.00 uL 0.1 M
propranolol

70.00 uL HO

180 uL 50 %
PEG 3350
150.0uL 1 M
natrijev citrat
100.00uL 0.1 M
propranolotHClI

70.00 uL HO

180 uL 50 %
PEG 3350
150.0uL 1M
natrijev citrat
100.00 uL 0.1 M
L-dopa

70.00 uL HO

180 uL 50 %
PEG 3350
1500w 1M
natrijev citrat
100.00 uL 0.1 M
D-dopa

70.00 uL HO

180 uL 50 %
PEG 3350
150.0uL 1M
natrijev citrat
100.00 uL 0.1 M
prometazin

70.00 uL HO

180 uL 50 %
PEG 3350
150.0uL 1M
natrijev citrat
100.00uL 0.1 M
labetalol

70.00 uL HO

180 uL 50 %
PEG3350
150.0uL1 M
natrijev citrat
100.00uL 0.1 M
propranolol

70.00 uL HO

180 uL 50 %
PEG 3350
150.0uL 1M
natrijev citrat
100.00uL 0.1 M
propranolotHClI

70.00 uL HO

180 uL 50 %
PEG 3350
150.0uL 1M
natrijev citrat
100.00 uL 0.1 M
L-dopa

70.00 uLH,O

180 uL 50 %
PEG 3350
150.0uL 1M
natrijev citrat
100.00 uL 0.1 M
D-dopa

70.00 uL HO

180 uL 50 %
PEG 3350
150.0uL 1M
natrijev citrat
100.00 uL 0.1 M
prometazin

70.00 uL HO

180 uL 50 %
PEG 3350
150.0uL 1M
natrijev citrat
100.00uL 0.1 M
labetald

70.00 uL HO

180 uL 50 %
PEG 3350
150.0uL 1 M
natrijev citrat
100.00 uL 0.1 M
propranolol

70.00 uL HO

180 uL 50 %
PEG 3350
150.0uL 1 M
natrijev citrat
100.00 uL 0.1 M
propranolotHCI

70.00 uL HO

180 uL 50 %
PEG 3350
150.0uL1 M
natrijev citrat
100.00uL 0.1 M

180 uL 50 %
PEG 3350
150.0uL 1M
natrijev citrat
100.00uL 0.1 M

180 uL 50 %
PEG 3350
150.0uL 1M
natrijev citrat
100.00 uL 0.1 M

180 uL 50 %
PEG 3350
150.0uL 1M
natrijev citrat
100.00 uL 0.1 M

180 uL 50 %
PEG 3350
150.0uL 1 M
natrijev citrat
100.00uL 0.1 M

180 uL 50 %
PEG 3350
150.0uL 1 M
natrijev citrat
100.00 uL 0.1 M

L-dopa D-dopa prometazin labetalol propranolol propranolotHCI
70.00 uL HO 70.00 uL HO 70.00 uL HO 70.00 uL HO 70.00 uL HO 70.00 uL HO
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TablicaD3. Shema postavljaajkristalizacije uz pripremu 0)2 otopina malih kiralnih

molekula
340 uL50 M 340 uL50 M 340 uL 50 M 340 uL 50 M 340uL 50 M 340uL50 M
PEG 3350 PEG 3350 PEG 3350 PEG 3350 PEG 3350 PEG 3350
100.0uL 1M 100.0uL 1M 100.0uL 1M 100.0uL 1M 100.0uL 1 M 100.0uL 1 M
MES pH=6.5 MES pH=6.5 MES pH=6.5 MES pH=6.5 MES pH=6.5 MES pH=6.5
100.0uL 1M 100.0uL 1M 100.0uL 1M 100.0uL 1M 100.0uL 1 M 100.0uL 1 M
natrijev citrat natrijev citrat natrijev citrat natrijev citrat natrijev citrat natrijev citrat
250.00uL 0.2 M 250.00uL 0.2 M 250.00 uL 0.2V 250.00uL 0.2 M 250.00uL 0.2 M 250.00uL 0.2 M
D-dopa L-dopa promeazin labetalol propranolotHCl propranolol
210.00 uL HO 210.00 uL HO 210.00 uL HO 210.00 uL HO 210.00 uL HO 210.00 uL HO
340 uL50 M 340 uL 50 M 340 uL 50M 340 uL 50 M 340uL 50 M 340uL 50 M
PEG 3350 PEG 3350 PEG 3350 PEG 3350 PEG 3350 PEG 3350
100.0uL 1M 100.0uL 1M 100.0uL 1M 100.0uL 1M 100.0uL 1 M 100.0uL 1 M
MES pH=6.5 MES pH=6.5 MES pH=6.5 MES pH=6.5 MES pH=6.5 MES pH=6.5
100.0uL 1M 100.0uL 1M 100.0uL 1M 100.0uL 1M 100.0uL 1 M 100.0uL 1 M

natrijev citrat
250.00uL 0.2 M
D-dopa

natrijev citrat
250.00uL 0.2 M
L-dopa

Natrijev citrat
250.00uL 0.2 M
promeazin

Natrijev citrat
250.00uL 0.2 M
labetalol

Natrijev citrat
250.00uL 0.2 M

Natrijev citrat
250.00 uL 0.2 M

natrijev citrat
250.00uL 0.2 M

natrijev citrat
250.00uL 0.2 M

natrijev citrat
250.00 uL0.2 M

natrijev citrat
250.00uL 0.2 M

PropranololHCI propranolol
210.00 uL HO 210.00 uL HO 210.00 uL HO 210.00 uL HO 210.00 uL HO 210.00 uL HO
340uL 50 M 340 uL50 M 340 uL 50 M 340 uL 50 M 340 uL 50 M 340uL 50 M
PEG 3350 PEG 3350 PEG 3350 PEG 3350 PEG 3350 PEG 3350
100.0uL 1M 100.0uL1M 100.0uL1 M 100.0uL1 M 100.0uL1 M 100.0uL 1M
MES pH=6.5 MES pH=6.5 MES pH=6.5 MES pH=6.5 MES pH=6.5 MES pH=6.5
100.0uL 1 M 100.0uL1M 100.0uL1 M 100.0uL1 M 100.0uL1 M 100.0uL 1M

natrijev citrat
250.00uL 0.2 M

natrijev citrat
250.00uL 0.2 M

natrijev citrat
250.00uL 0.2 M

natrijev citrat
250.00uL 0.2 M

Natrijev citrat
250.00uL 0.2 M

natrijev citrat
250.00uL 0.2 M

D-dopa L-dopa prometzin labetalol propranolotHCI propranolol
210.00 uL HO 210.00 uL HO 210.00 uL HO 210.00 uL HO 210.00 uL HO 210.00 uL HO
340uL 50 M 340uL50 M 340uL50 M 340uL50 M 340uL50 M 340uL 50 M
PEG 3350 PEG 3350 PEG 3350 PEG 3350 PEG 3350 PEG 3350
100.0uL1 M 100.0uL1 M 100.0uL1 M 100.0uL 1M 100.0uL1 M 100.0uL 1 M
MES pH=6.5 MES pH=6.5 MES pH=6.5 MES pH=6.5 MES pH=6.5 MES pH=6.5
100.0uL1 M 100.0uL1 M 100.0uL1 M 100.0uL 1M 100.0uL1 M 100.0uL 1 M

natrijev citrat
250.00uL 0.2 M

Natrijev citrat
250.00uL 0.2 M

D-dopa L-dopa prometazin labetalol propranolotHCI propranolol
210.00 uL HO 210.00 uL HO 210.00 uL HO 210.00 uL HO 210.00 uL HO 210.00 uL HO
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