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�7�U�D�Q�V�I�H�U�L�Q���M�H���S�U�R�W�H�L�Q���N�U�Y�Q�H���S�O�D�]�P�H���N�R�M�L���V�H���Q�D�O�D�]�L���X���V�N�R�U�R���V�Y�L�P���å�L�Y�L�P���E�L�ü�L�P�D i njegove 
su glavne funkcij�H���W�U�D�Q�V�S�R�U�W���L���U�H�J�X�O�L�U�D�Q�M�H���N�R�O�L�þ�L�Q�H���å�H�O�M�H�]�D���X���N�U�Y�L. Apotransferin je slobodan oblik 
protei�Q�D�����R�Q�D�M���Q�D���N�R�M�L���Q�L�M�H���Y�H�]�D�Q�R���å�H�O�M�H�]�R����Koristi se u kapilarnoj elektroforezi za razdvajanje 
enantiomera nekih malih kiralnih molekula �Q�R�� �M�R�ã�� �Q�L�M�H�� �G�R�Y�R�O�M�Q�R�� �L�V�W�U�D�å�H�Q�R�� �J�G�M�H�� �L�� �N�D�N�R�� �V�H�� �W�H��
�P�R�O�H�N�X�O�H�� �Y�H�å�X�� �Q�D�� �D�S�R�W�U�D�Q�V�I�H�U�L�Q���� �5�H�Q�W�J�H�Q�V�N�R�P�� �V�W�U�X�N�W�X�U�Q�R�P�� �D�Q�D�O�Lzom mogu se dobiti takve 
informacije. 

U ovom radu opisan je postupak kristalizacije apotransferina s malim kiralnim 
molekulama metodom difuzije para �Y�L�V�H�ü�H�� �N�D�S�L. Cilj je rada bio �G�R�E�L�W�L�� �ã�W�R�� �N�Y�D�O�L�W�H�W�Q�L�M�L�� �N�U�L�V�W�D�O��
�U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K���N�R�P�S�O�H�N�V�D���D�S�R�W�U�D�Q�V�I�H�U�L�Q���± mala kiralna molekula, a koji bi bili podvrgnuti difrakciji 
rentgenskih zraka���� �1�D���W�D�M�� �E�L�� �Q�D�þ�L�Q dobili uvid u strukturu te mjesto i �P�R�J�X�ü�H�� �Q�D�þ�L�Q�H�� �Y�H�]�D�Q�M�D��
malih molekula na apotransferin. �8�V�S�M�H�ã�Q�R���M�H��iz kristalizacijskih otopina kojima su dodane male 
molekule nastalo nekoliko kristala no �Q�D�å�D�O�R�V�W���Q�L�V�X���E�L�O�L���]�D�G�R�Y�R�O�M�D�Y�D�M�X�ü�H���N�Y�D�O�L�W�H�W�H za strukturno 
istra�å�L�Y�D�Q�M�H difrakcijom rentgenskih zraka.  
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ABSTRACT 

Crystallization of apotransferrin derivatives with small chiral molecules 
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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 protein, without bound iron. It has been used in capillary electrophoresis to 
separate enantiomers of some small chiral molecules. There are no data yet about the sites and 
ways these molecules bind to apotransferrin. X-ray diffraction of such molecules can give us 
such information.  

In this thesis the crystallization process of apotransferrin with small chiral molecules by 
the hanging drop vapour diffusion method is described. The aim of this work was to obtain 
crystals of different complexes of apotransferrin with small chiral molecules. Crystals would 
be subjected to X-ray diffraction which would give insight into the structure and possible ways 
of binding of small molecules to apotransferrin. Several crystals were successfully obtained 
from crystallization solutions with added small molecules. Unfortunately the resulting crystals 
were not of satisfactory quality for the X-ray diffraction structure analysis. 
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§ 1. UVOD 

Transferin je protein koji �Q�D�O�D�]�L�P�R�� �X�� �N�U�Y�Q�R�M�� �S�O�D�]�P�L�� �Y�H�ü�L�Q�H�� �å�L�Y�L�K�� �R�U�J�D�Q�L�]�D�P�D�� Glavna 

uloga transferina prijenos je �L�R�Q�D�� �å�H�O�M�H�]�D��u Fe3+ obliku �G�R�� �M�H�W�U�H���� �V�O�H�]�H�Q�H�� �L�� �N�R�ã�W�D�Q�H�� �V�U�å�L����

Rentgenska strukturna analiza pokazala je da transferin odnosno apotransferin (protein bez 

vezanog Fe3+ iona) prolazi veliku konformacijsku promjenu u strukturi, iz otvorene forme 

prelazi u zatvorenu formu.1 Slijed reakcija koje �Y�R�G�H���G�R���W�H���S�U�R�P�M�H�Q�H���Q�L�M�H���S�R�]�Q�D�W���N�D�R���Q�L�W�L���Q�D�þ�L�Q��

vezanja nekih drugih atoma ili molekula. 

Interakcija izm�H�ÿ�X�� �S�U�R�W�H�L�Q�D�� �L���V�X�S�V�W�U�D�W�D�� �P�R�å�H�� �V�H�� �S�U�L�N�D�]�D�W�L�� �P�R�O�H�N�X�O�V�N�L�P�� �P�R�G�H�O�L�U�D�Q�M�Hm, 

ali samo ako je poznata trodimenzionalna struktura proteina. Struktura transferina relativno je 

dobro opisana, a apotransferin se pokazao kao vrlo koristan protein u kapilarnoj elektroforezi 

�]�D�� �U�D�]�G�Y�D�M�D�Q�M�H�� �H�Q�D�Q�W�L�R�P�H�U�D�� �Q�H�N�L�K�� �N�L�U�D�O�Q�L�K�� �P�R�O�H�N�X�O�D���� �,�Q�I�R�U�P�D�F�L�M�H�� �R�� �Q�D�þ�L�Q�X�� �Y�H�]�D�Q�M�D odnosno 

interakciji malih kiralnih molekula  s proteinom �R�G���Y�H�O�L�N�H���M�H���Y�D�å�Q�R�V�W�L��za farmaceutsku industriju 

�M�H�U���R�N�R�������������O�L�M�H�N�R�Y�D���V�D�G�U�å�L���E�D�U�H�P���M�H�G�D�Q���N�L�U�D�O�Q�L���F�H�Q�W�D�U, a barem �M�H�G�D�Q���V�W�H�U�H�R�L�]�R�P�H�U���L�P�D���å�H�O�M�H�Q�R 

farmaceutsko djelovanje.2 

Cilj diplomskog rada priprema je kristala apotransferina (apoTf) iz ljudskog seruma s 

malim kiralnim molekulama: L-dopom, D-dopom, prometazinom, labetalolom, propranololom 

te propranolol hidrokloridom. �6�Y�U�K�D�� �R�Y�R�J�� �U�D�G�D�� �M�H�� �S�U�R�Q�D�ü�L�� �S�R�J�R�G�Q�H�� �X�Y�M�H�W�H�� �]�D�� �N�U�L�V�W�D�O�L�]�D�F�L�M�X��

apotransfenina s �P�D�O�L�P�� �N�L�U�D�O�Q�L�P�� �P�R�O�H�N�X�O�D�P�D�� �P�H�W�R�G�R�P�� �G�L�I�X�]�L�M�H�� �S�D�U�D�� �Y�L�V�H�ü�H�� �N�D�S�L�� �W�H�� �G�R�E�L�W�L��

kristale dobre kvalitete koji se mogu podvrgnuti rentgenskoj strukturnoj analizi.
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§ 2. LITERATURNI PREGLED  

2.1. Proteini 

 
Proteini n�D�V�W�D�M�X�� �P�H�ÿ�X�V�R�E�Q�L�P�� �S�R�Y�H�]�L�Y�D�Q�M�H�P �.-aminokiselina peptidnom vezom pri 

�þ�H�P�X���Q�D�V�W�D�M�X���G�X�J�L���O�D�Q�F�L �P�R�O�H�N�X�O�V�N�H���P�D�V�H���Y�H�ü�H���R�G�����������������'���L���Y�L�ã�H�� �6�D�V�W�D�Y�Q�L���V�X���G�L�R���V�Y�L�K���å�L�Y�L�K��

�V�W�D�Q�L�F�D���L���R���Q�M�L�P�D���R�Y�L�V�H���V�Y�H���R�V�Q�R�Y�Q�H���å�L�Y�R�W�Q�H���I�X�Q�N�F�L�M�H jer �V�X�G�M�H�O�X�M�X���X���V�Y�L�P���E�L�R�O�R�ã�Nim procesima. 

�6�Y�D�N�L���S�U�R�W�H�L�Q���L�P�D���W�R�þ�Q�R���R�G�U�H�ÿ�H�Q�L���V�D�V�W�D�Y���R�G�Q�R�V�Q�R���V�O�L�M�H�G���D�P�L�Q�R�N�L�V�H�O�L�Q�D���� 

Prema redoslijedu aminokiselina u lancu te prema prostornom rasporedu tih lanaca 

r�D�]�O�L�N�X�M�H�P�R���þ�H�W�L�U�L���U�D�]�L�Q�H���V�W�U�X�N�W�X�U�H���S�U�R�W�H�L�Q�D���� 

1. primarna struktura je redoslijed aminokisel�L�Q�D�� �P�H�ÿ�X�V�R�E�Q�R�� �S�R�Y�H�]�D�Q�L�K�� �S�H�S�W�L�G�Q�R�P��

vezom. Svaki polipeptidni lanac ima dva kraja: N-kraj (amino kraj) i C-kraj 

���N�D�U�E�R�N�V�L�O�Q�L���N�U�D�M�������5�H�G�R�V�O�L�M�H�G���D�P�L�Q�R�N�L�V�H�O�L�Q�D���X���S�U�R�W�H�L�Q�X���Y�U�O�R���M�H���E�L�W�D�Q���M�H�U���R�Q���R�G�U�H�ÿ�X�M�H��

�W�U�R�G�L�P�H�Q�]�L�R�Q�D�O�Q�X���V�W�U�X�N�W�X�U�X���S�U�R�W�H�L�Q�D���L���N�O�M�X�þ�D�Q���M�H���]�D���Q�M�H�J�R�Y�X��funkciju. 

2. �V�H�N�X�Q�G�D�U�Q�D�� �V�W�U�X�N�W�X�U�D�� �M�H�� �S�H�U�L�R�G�L�þ�N�D�� �X�U�H�ÿ�H�Q�D�� �V�W�U�X�N�W�X�U�D�� �N�R�M�X�� �W�Y�R�U�H�� �O�D�Q�F�L�� �S�R�O�L�S�H�S�W�L�G�D����

Prema Paulingu i Coreyu postoje dvije vrste takvih struktura, i to �.-zavojnica i ��- 

�Q�D�E�U�D�Q�D���S�O�R�þ�D�����N�R�M�H �Q�D�V�W�D�M�X���]�E�R�J���V�W�Y�D�U�D�Q�M�D���Y�R�G�L�N�R�Y�L�K���Y�H�]�D���L�]�P�H�ÿ�X���E�R�þ�Q�L�K���R�J�U�D�Q�D�Na 

aminokiselina. 

3. tercijarna struktura je trodimenzionalna struktura, a ovisi o vezama koje stvaraju 

�X�G�D�O�M�H�Q�H�� �D�P�L�Q�R�N�L�V�H�O�L�Q�H�� �X�� �S�R�O�L�S�H�S�W�L�G�Q�R�P�� �O�D�Q�F�X�� �W�H�� �Q�D�þ�L�Q�X�� �V�O�D�J�D�Q�Ma elementa 

sekundarne strukture. Kada govorimo o tercijarnoj strukturi onda mislimo na 

�U�D�]�P�M�H�ãtaj �.-zavojnica i ��-nabranih �S�O�R�þ�D���W�H���L�Q�W�H�U�D�N�F�L�M�D��koje se javljaju �P�H�ÿ�X���Q�M�L�P�D���� 

4. �N�Y�D�W�H�U�Q�D�� �V�W�U�X�N�W�X�U�D�� �R�S�L�V�X�M�H�� �S�U�R�W�H�L�Q�H�� �N�R�M�L�� �V�H�� �V�D�V�W�R�M�H�� �R�G�� �Y�L�ã�H�� �S�R�O�L�S�H�S�W�L�G�Qih lanaca 

odnosno podjedinica. Kvaterna struktura je u stvari prostorni raspored podjedinica. 

Ukoliko su podjedinice jednake govorimo o homogenoj kvaternoj strukturi odnosno 

�D�N�R���V�H���U�D�G�L���R���U�D�]�O�L�þ�L�W�L�P���S�R�G�M�H�G�L�Q�L�F�D�P�D���R���K�H�W�H�U�R�J�H�Q�R�M���N�Y�D�W�H�U�Q�R�M���V�W�U�X�N�W�X�U�L�� 

Ovisno o kemijskim odnosno fizikalnim svojstvima proteine dijelimo u nekoliko 

skupina. Prema topljivosti proteine �P�R�å�H�P�R�� �S�R�G�L�M�H�O�L�W�L�� �X�� �G�Y�L�M�H�� �V�N�X�S�L�Q�H���� �R�Q�H�� �Q�H�W�R�S�O�M�L�Y�H�� �X�� �Y�R�G�L��
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tzv. skleroproteine te one topljive u vodi odnosno sferoproteine (ili globularni proteini). 

�0�R�å�H�P�R�� �L�K���S�R�G�L�M�H�O�L�W�L�� �L���S�U�H�P�D���V�O�R�å�H�Q�R�V�W�L���S�D���W�D�N�R���L�P�D�P�R�� �M�H�G�Q�R�V�W�D�Y�Q�H���S�U�R�W�H�L�Q�H���N�R�M�L���V�X���J�U�D�ÿ�H�Q�L��

samo od aminoki�V�H�O�L�Q�D�� �L�� �S�U�R�W�H�L�Q�V�N�H�� �N�R�P�S�O�H�N�V�H�� �N�R�M�L�� �V�X�� �J�U�D�ÿ�H�Q�L�� �R�G�� �D�P�L�Q�R�N�L�V�H�O�L�Q�D�� �L��

�Q�H�S�R�O�L�S�H�S�W�L�G�Q�H���M�H�G�L�Q�L�F�H���R�G�Q�R�V�Q�R���S�U�R�V�W�H�W�L�þ�N�H���V�N�X�S�L�Q�H�����3�U�R�W�H�L�Q�V�N�H���N�R�P�S�O�H�N�V�H���G�D�O�M�H���G�L�M�H�O�L�P�R���Q�D����

�J�O�L�N�R�S�U�R�W�H�L�Q�H�� ���S�U�R�V�W�H�W�L�þ�N�D�� �V�N�X�S�Q�D�� �V�X���ã�H�ü�H�U�L), fosfoproteine (vezana je fosfatna skupina), 

nukleoproteine (na protein su vezani nukleotidi), lipoproteine (vezani su lipidi), kromoproteine 

���Q�D���S�U�R�W�H�L�Q���M�H���Y�H�]�D�Q�D���R�E�R�M�H�Q�D���V�N�X�S�L�Q�D�����W�H���P�H�W�D�O�R�S�U�R�W�H�L�Q�H�����Q�D���S�U�R�W�H�L�Q���V�X���Y�H�]�D�Q�L���L�R�Q�L���P�H�W�D�O�D���P�H�ÿ�X��

�N�R�M�L�P�D���V�X���Q�D�M�]�D�V�W�X�S�O�M�H�Q�L�M�L�����L�R�Q���å�H�O�M�H�]�D�����Q�L�N�O�D�����E�D�N�U�D���L���F�L�Q�N�D����3,4 

 

2.2. �ä�H�Ojezo  

 
�ä�H�O�M�H�]�R���M�H������. element periodnog sustava elemenata, molekulske mase 55,847 i spada u 

grupu prijelaznih metala. To je element koji je vrlo rasprostranjen u prirodi (�X�G�L�R�� �å�H�O�M�H�]�D�� �X��

Zemljinoj kori iznosi oko 5 % njene ukupne mase, a nalazimo ga u obliku oksidnih, karbonatnih 

i silikatnih ruda).  On n�D�M�þ�H�ã�ü�H���V�W�Y�D�U�D���V�S�R�M�H�Y�H���X���R�N�V�L�G�D�F�L�M�V�N�R�P���V�W�D�Q�M�X�����������G6) i +3 (d5) no postoje 

�L���V�S�R�M�H�Y�L���X���N�R�M�L�P�D���å�H�O�M�H�]�R���L�P�D���V�W�X�S�D�Q�M���R�N�V�L�G�D�F�L�M�H�������L������.5 

 Zbog jednostavne i lake promjene oksidacijskog stanja sudjeluje u velikom broju 

�E�L�R�O�R�ã�N�L�K���U�H�D�N�F�L�M�D��6 U organizmu ga nalazimo �X���R�E�O�L�N�X���U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K���P�H�W�D�O�R�S�U�R�W�H�L�Q�D�����K�H�P�R�J�O�R�E�L�Q�D��

�L�� �P�L�R�J�O�R�E�L�Q�D���N�R�M�L���S�U�H�Q�R�V�H���N�L�V�L�N�����I�H�U�L�W�L�Q�D���N�R�M�L���V�N�O�D�G�L�ã�W�L���å�H�O�M�H�]�R�����W�U�D�Q�V�I�H�U�L�Q�D���N�R�M�L���S�U�H�Q�R�V�L���å�H�O�M�H�]�R 

krvnom plazmom te �M�R�ã���Q�H�N�L�K���G�U�X�J�L�K proteina.   

 

2.3. Transferin 

 
Postoji nekoliko tipova transferina: u krvnoj plazmi nalazimo serumski transferin (sTf), 

u bjelanjku ovotransferin (oTf), a u mlijeku nalazimo laktotransferin (lTf) . Svi oblici imaju 

�]�D�M�H�G�Q�L�þ�N�X���X�O�R�J�X, a to je �W�U�D�Q�V�S�R�U�W���å�H�O�M�H�]�D���� 

Serumski transferin protein je molekulske mase oko 80 kD�����V�D�G�U�å�L���S�R�O�L�S�H�S�W�L�G�Q�L���O�D�Q�D�F���R�G��

679 aminokiselina, slika 1, koje tvore �.-zavojnice i ��-�Q�D�E�U�D�Q�H���S�O�R�þ�H, slika 2. Prostorni raspored 
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lanca takav je da tvori dvije homologne podjedinice: N i C podjedinicu (engl. N & C lobe), a 

s�Y�D�N�D�� �R�G���W�H�� �G�Y�L�M�H�� �S�R�G�M�H�G�L�Q�L�F�H�� �V�D�G�U�å�L�� �G�Y�L�M�H�� �G�R�P�H�Q�H�� ���&1 i N1 i C2 i N2). Na svakoj podjedinici 

�Q�D�O�D�]�L�� �V�H�� �S�R�� �M�H�G�Q�R�� �Y�H�]�Q�R�� �P�M�H�V�W�R�� �]�D�� �å�H�O�M�H�]�R�����ä�H�O�M�H�]�R�� �V�H�� �Q�D�N�R�Q�� �D�S�V�R�U�S�F�L�M�H�� �L�]�� �W�D�Q�N�R�J�� �F�U�L�M�H�Y�D�� �X��

�N�U�Y�Q�R�M���S�O�D�]�P�L���Y�H�å�H���O�D�N�R���L���U�H�Y�H�U�]�L�E�L�O�Q�R���Q�D���D�S�R�W�U�D�Q�V�I�H�U�L�Q���S�U�L���þ�H�P�X���Q�D�V�W�D�M�H transferin.  

 

Slika 1. Aminokiselinski slijed transferina7 

 

Domene unutar podjedinica postavljene su �W�D�N�R���G�D���R�J�U�D�ÿ�X�M�X��aktivno mjesto na kojem se nalazi 

vezno mjesto �å�H�O�M�H�]�D�����6�D���V�W�U�D�å�Q�M�H���V�W�U�D�Q�H���V�Y�D�N�R�J aktivnog mjesta �Q�D�O�D�]�H���V�H���G�Y�L�M�H���D�Q�W�L�S�D�U�D�O�H�O�Q�H����-

�S�O�R�þ�H��koje povezuju dvije domene i ujedno �R�P�R�J�X�ü�X�M�X�� �S�U�L�E�O�L�å�D�Y�D�Q�M�H�� �L�� �R�G�P�L�F�D�Q�M�H��domena 

odnosno aktivno mjesto se otvara ili zatvara. Okolina oko aktivnog mjesta je hidrofilna, �V�D�G�U�å�L��

puno polarni�K���R�V�W�D�W�D�N�D���D�P�L�Q�R�N�L�V�H�O�L�Q�D���W�H���R�N�R���G�H�V�H�W�D�N���P�R�O�H�N�X�O�D���Y�R�G�H�����þ�L�P�H���V�X���V�W�Y�R�U�Hni povoljni 

�X�Y�M�H�W�L���]�D���Y�H�]�D�Q�M�H���L�R�Q�D���å�H�O�M�H�]�D�� 
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Fe3+ ion preferira koordinacijski broj 6. U transferinu se na �þ�H�W�L�U�Lma mjestima ve�å�X 

aminokiseline s transferinskog polipeptidnog lanca i to asparagin, tirozin i histidin, a na peto i 

�ã�H�V�W�R�� �N�R�R�U�G�L�Q�D�W�Q�R�� �P�M�H�V�W�R�� �Y�H�åe se karbonatni ion (CO3
2-) te je time upotpunjena oktaedarska 

�N�R�R�U�G�L�Q�D�F�L�M�D�� �å�H�O�M�H�]�D, slika 3. U otvorenoj konformaciji apotransferina proteinski ligandi u 

direktnom su kontaktu s okolinom, dok prilikom �Y�H�]�D�Q�M�D�� �å�H�O�M�H�]�D�� �G�R�O�D�]�L�� �G�R�� �]�D�W�Y�D�U�D�Q�M�D 

konformacije te s�H�� �å�H�O�M�H�]�R��nalazi �X�� �X�Q�X�W�U�D�ã�Q�M�R�V�W�L�� �R�G�Q�R�V�Q�R�� �L�V�S�R�G�� �S�R�Y�U�ã�L�Q�H�� �W�U�D�Q�V�I�H�U�L�Q�D. 

Karbonat�Q�L�� �L�R�Q�� �N�D�R�� �V�L�Q�H�U�J�L�V�W�L�þ�N�L�� �D�Q�L�R�Q�� �Q�H��sudjeluje samo �X�� �N�R�R�U�G�L�Q�L�U�D�Q�M�X�� �å�H�O�M�H�]�D �Y�H�ü i u 

�Q�H�X�W�U�D�O�L�]�D�F�L�M�L���S�R�]�L�W�L�Y�Q�R�J���Q�D�E�R�M�D���X�Q�X�W�D�U���Y�H�]�Q�R�J���P�M�H�V�W�D�����þ�L�P�H���Y�H�]�Q�R���P�M�H�V�W�R���S�R�V�W�D�M�H���S�U�L�V�W�X�S�D�þ�Q�L�M�H 

za �Y�H�]�D�Q�M�H���å�H�O�M�H�]�D. 

 

 

Slika 2�����9�U�S�þ�D�V�W�L��prikaz strukture transferina, crveno obojena vrpca predstavlja N podjedinicu, 

a plavo obojena C podjedinicu, PDB broj 3QYT8 
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Slika 3. Prikaz oktaedarske koordinacije oko Fe3+ iona u N-podjedinici serumskog transferina, 

PDB broj 1A8F9 

 

2.4. Male kiralne molekule 

 
Kiralnost je geometrijsko svojstvo nekih molekula �L���N�D�å�H�P�R���G�D���M�H���Q�H�N�D���P�R�O�H�N�X�O�D���N�L�U�D�O�Q�D��

�D�N�R���V�H���Q�H���P�R�å�H���S�U�H�N�O�R�S�L�W�L���V�D���V�Y�R�M�R�P���]�U�F�D�O�Q�R�P���V�O�L�N�R�P����Kiralna molekula je svaka molekula koja 

�V�H�� �Q�H�� �P�R�å�H�� �S�U�H�N�O�R�S�L�W�L�� �V�D�� �V�Y�R�M�R�P�� �]�U�F�D�O�Q�R�P�� �V�O�L�N�R�P�� �þ�D�N�� �Q�L�W�L�� �Q�D�N�R�Q�� �R�S�H�U�D�F�L�M�H�� �U�R�W�D�F�L�M�H�� �R�N�R��

�M�H�G�Q�R�V�W�U�X�N�H�� �Y�H�]�H�� �L�O�L�� �W�U�D�Q�V�O�D�F�L�M�H�� �S�D�� �N�D�å�H�P�R�� �G�D�� �M�H�� �P�R�O�H�N�X�O�D�� �N�L�U�D�O�Q�D�� �X�� �V�Y�L�P�� �V�Y�R�M�L�P��

konformacijama. Kako bi se odredilo je li neka molekula kiralna ili akiralna, potrebno je 

�D�Q�D�O�L�]�L�U�D�W�L���V�Y�H���P�R�J�X�ü�H���N�R�Q�I�R�U�P�H�U�H te molekule. �-�H�G�D�Q���R�G���Q�D�M�M�H�G�Q�R�V�W�D�Y�Q�L�M�L�K���Q�R���Q�H���L���Q�X�å�Q�R���M�H�G�L�Q�L��

�X�Y�M�H�W���N�L�U�D�O�Q�R�V�W�L���M�H�V�W���S�R�V�W�R�M�D�Q�M�H���N�L�U�D�O�Q�R�J���F�H�Q�W�U�D�����D�W�R�P�D���Q�D���N�R�M�H�J���V�X���Y�H�]�D�Q�H���þ�H�W�L�U�L���U�D�]�O�L�þ�L�W�H���J�U�X�S�H�� 

 

2.4.1. Levodopa  

Levodopa ili L -dopa komercijalno je ime za 3-hidroksi-L-tirozin odnosno (2S)-2-

amino-3-(3,4-dihidroksifenil) propansku kiselinu. Prikaz molekulske strukture modelom 

�N�O�L�Q�R�Y�D�� �W�H�� �P�R�G�H�O�R�P�� �N�X�J�O�L�F�D�� �L�� �ã�W�D�S�L�ü�D�� �S�U�L�N�D�]�D�Q�� �M�H�� �Q�D�� �V�O�L�F�L 4. Molekulska formula mu je 



§ 2. Literaturni pregled 13 

Tea Domin Diplomski rad 
 

C9H11NO4. To je �R�S�W�L�þ�N�L�� �D�N�W�L�Y�D�Q�� �R�E�O�L�N�� �G�R�S�D�P�L�Q�D���� �D�� �Q�D�O�D�]�L�P�R�� �J�D�� �X�� �R�E�O�L�N�X��bezbojnih do 

svije�W�O�R�å�X�W�R�� �R�E�R�M�H�Q�L�K�� �N�U�L�V�W�D�O�D�� �L�O�L�� �S�U�D�ã�N�D�V�W�L�K�� �N�U�L�V�W�D�O�D�� �E�H�]�� �P�L�U�L�V�D�� �L�� �R�N�X�V�D�� Prema kemijskom 

sastavu levodopa je aminokiselina koja nastaje biosintezom tirozina uz prisustvo tirozin 

hidroksilaze. Prekursor je dopamina, adrenalina i noradrenalina, a uz L-fenilalanin i L-tirozin, 

levodopa je prekursor melanina. 

 

  

Slika 4. Prikaz molekule 3-hidroksi-L-tirozina (levodopa) te modelom kuglice �L���ã�W�D�S�L�ü�D (atomi 

�X�J�O�M�L�N�D���V�L�Y�R���V�X���R�E�R�M�D�Q�L�����N�L�V�L�N�D���F�U�Y�H�Q�R�����D���G�X�ã�L�N�D���S�O�D�Y�R��10 

 

2.4.2. D-dopa  

D-dopa ili dekstrodopa poznata je i po imenu 3-hidroksi-D-tirozin. Slika 5 prikazuje 

�P�R�O�H�N�X�O�V�N�X�� �V�W�U�X�N�W�X�U�X�� �G�H�N�V�W�U�R�G�R�S�H�� �P�R�G�H�O�R�P�� �N�O�L�Q�R�Y�D�� �L�� �P�R�G�H�O�R�P�� �N�X�J�O�L�F�D�� �L�� �ã�W�D�S�L�ü�D�� Ima istu 

molekulsku formulu kao i levodopa, C9H11NO4�����E�X�G�X�ü�L���M�H���Q�M�H�Q���H�Q�D�Q�W�L�R�P�H�U (razlikuju se jedino 

po prostornom rasporedu atoma odnosno skupina vezanih na kiralni centar). U krutom je stanju 

u obliku bezbojnih do bijelih kristala bez okusa i mirisa. D-�G�R�S�D���E�L�R�O�R�ã�N�L���M�H���Q�H�D�N�W�L�Y�Q�D���P�R�O�H�N�X�O�D�� 
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Slika 5. Prikaz molekule 3-hidroksi-D-tirozina �S�R�P�R�ü�X�� �N�O�L�Q�R�Y�D��te prikaz kuglica i �ã�W�D�S�L�ü��

modelom (sivo su obojeni atomi ugljika, crveno kisika, a plavo je obojen �D�W�R�P���G�X�ã�L�N�D��11 

 

2.4.3. Propranolol 

1-naftalen-1-iloksi-3-(propan-2-ilamino)propan-2-�R�O�� �M�H�� �N�U�X�W�L�Q�D�� �þ�L�M�L�� �M�H�� �M�H�G�D�Q�� �R�G��

komercijalnih naziva propranolol, slika 6. Njegova molekulska formula je C16H21NO2. Za 

�R�W�N�U�L�ü�H���S�U�R�S�U�D�Q�R�O�R�O�D���-�����:�����%�O�D�F�N���Q�D�J�U�D�ÿ�H�Q���M�H���1�R�E�H�O�R�Y�R�P���Q�D�J�U�D�G�R�P���]�D���P�H�G�L�F�L�Q�X���������������J�R�G�L�Q�H�� 

 

  

Slika 6. Prikaz molekulske strukture propranolola �S�R�P�R�ü�X���N�O�L�Q�R�Y�D te prikaz modelom kuglice 

�L���ã�W�D�S�L�ü�D (sivo obojeni ugljik, crveno kisik i plavo obojeni ato�P���G�X�ã�L�N�D��12 
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2.4.4. Propranolol �± HCl 

1-naftalen-1-iloksi-3-(propan-2-ilamino)propan-2-ol hidroklorid ili propranolol-HCl, 

kemijski je spoj molarne mase 295,80 g mol-1. Kemijska formula spoja je C16H22ClNO2. To je 

bijeli prah gorkog okusa i bez mirisa, a slika 7 prikazuje njegovu molekulsku strukturu. 

 

  

Slika 7. Prikaz molekulske strukture 1-naftalen-1-iloksi-3-(propan-2-ilamino)propan-2-ol 

hidroklorida13 

 

2.4.5. Prometazin 

Prometazin ili N,N-dimetil-1-fenotiazin-10-ilpropan-2-amine kemijski je spoj 

molekulske formule C17H20N2S i molekulske mase 284,4 g mol-1, slika 8. U obliku je krutine, 

�W�R�þ�Q�L�M�H���E�L�M�H�O�L�K���G�R���E�O�L�M�H�G�R�å�X�W�L�K���N�U�L�V�W�D�O�D�����)�R�W�R�V�H�Q�]�L�W�L�Y�D�Q���M�H�����D���X���Y�O�D�å�Q�L�P���X�Y�M�H�W�L�P�D���P�L�M�H�Q�M�D���E�R�M�X���X��

plavu. 
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Slika 8. Prikaz molekule prometazina te prikaz mode�O�R�P�� �N�X�J�O�L�F�H�� �L�� �ã�W�D�S�L�ü�D��(sivo su obojani 

�D�W�R�P�L���X�J�O�M�L�N�D�����S�O�D�Y�R���R�E�R�M�H�Q�L���D�W�R�P�L���G�X�ã�L�N�D�� �D���å�X�W�R��je obojen atom sumpora)14 

 

2.4.6. Labetalol 

2-hidroksi-5-[1-hidroksi-2-(4-fenilbutan-2-ilamino)etil]benzamide ili labetalol 

kemijski je spoj molekulske mase 328,4 g mol-1, slika 9. To je krutina osjetljiva na svjetlost i 

vlagu. Labetalol ima dva kiralna atoma odnosno 4 stereoizoera. (S,S) i (R,S) izomeri su 

neaktivni dok su (S,R) i (R,R) aktivni, �W�M�����S�R�N�D�]�X�M�X���R�S�W�L�þ�N�X���D�N�W�L�Y�Q�R�V�W���� 

 

  

Slika 9. Prikaz dvodimenzijske strukture labetalola te prikaz mod�H�O�R�P���N�X�J�O�L�F�H�� �L���ã�W�D�S�L�ü�D�����V�L�Y�R��

�R�E�R�M�D�Q�L���V�X���D�W�R�P�L���X�J�O�M�L�N�D�����S�O�D�Y�R���G�X�ã�L�N�D�����D���F�U�Y�H�Q�R���N�L�V�L�N�D��15 
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2.5. Kristalizacija proteina  

 

Svaki je protein jedinstven pa se tako i proces kristalizacije proteina mora odvijati pod 

�R�G�U�H�ÿ�H�Q�L�P���� �]�D�� �Q�M�H�J�D�� �V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�L�P uvjetima. Na proces k�U�L�V�W�D�O�L�]�D�F�L�M�H�� �X�W�M�H�þ�H�� �Y�H�O�L�N�L�� �E�U�R�M�� �I�D�N�W�R�U�D����

�ã�W�R�� �N�H�P�L�M�V�N�R�J���� �ã�W�R�� �I�L�]�L�N�D�O�Q�R�J�� �L���L�O�L�� �E�L�R�N�H�P�L�M�V�N�R�J�� �S�R�G�U�L�M�H�W�O�D���� �)�D�N�W�R�U�L�� �N�R�M�L�� �X�W�M�H�þ�X�� �Q�D�� �U�D�V�W�� �N�U�L�V�W�D�O�D��

�S�U�R�W�H�L�Q�D�� �Q�H�� �R�Y�L�V�H�� �P�H�ÿ�X�V�R�E�Q�R�� �M�H�G�Q�L�� �R�� �G�U�X�J�L�P�D���� �3�R�Q�H�N�D�G�D�� �M�H�� �W�H�ã�N�R�� �S�U�H�G�Y�L�G�M�H�W�L�� �N�R�M�L�� �V�X��

najpovoljniji uvjeti za kristalizaciju pojedinog kristala te se sam proces svodi na princip 

�S�R�N�X�ã�D�M�D���L���S�R�J�U�H�ã�N�H�����8�S�U�D�Y�R���W�L�P���S�R�N�X�ã�D�M�L�P�D���L���S�R�J�U�H�ã�N�D�P�D���G�R�ã�O�R���V�H���G�R���]�D�N�O�M�X�þ�N�D���G�D���V�X���J�O�D�Y�Q�L��

�I�D�N�W�R�U�L���N�R�M�L���X�W�M�H�þ�X���Q�D���U�D�V�W���N�U�L�V�W�D�O�D���S�U�R�W�H�L�Q�D�����W�H�P�S�H�U�D�W�X�U�D�����S�+���R�W�R�S�L�Q�H���W�H���þ�L�V�W�R�ü�D�����N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D���L��

topljiv�R�V�W���S�U�R�W�H�L�Q�D�����3�R�N�D�]�D�O�R���V�H���G�D���ã�W�R���M�H���þ�L�V�W�R�ü�D���S�U�R�W�H�L�Q�D���Y�H�ü�D���W�R���M�H���L���Y�M�H�U�R�M�D�W�Q�R�V�W���G�D���ü�H���V�H���S�U�R�W�H�L�Q��

�N�U�L�V�W�D�O�L�]�L�U�D�W�L���Y�H�ü�D�����8���W�D�E�O�L�F�L������ �Q�D�Y�H�G�H�Q�L�� �V�X�� �M�R�ã�� �Q�H�N�L�� �I�D�N�W�R�U�L���N�R�M�L���X�W�M�H�þ�X�� �Q�D���S�U�R�F�H�V���N�U�L�V�W�D�O�L�]�D�F�L�M�H��

proteina. 

 

Tablica 1. Kemijski, fizikalni i biokemijski fakto�U�L���N�R�M�L���X�W�M�H�þ�X���Q�D���N�U�L�V�W�D�O�L�]�D�F�L�M�X���S�U�R�W�H�L�Q�D 

Kemijski faktori Fizikalni faktori  Biokemijski faktori 

Koncentracija proteina Temperatura �ý�L�V�W�R�ü�D���S�U�R�W�H�L�Q�D 

Koncentracija taloga Tlak Vrsta liganada 

Vrsta taloga �3�R�Y�U�ã�L�Q�D Agregatno stanje 

Ionska jakost Vrijeme I�]�R�H�O�H�N�W�U�L�þ�Q�D���W�R�þ�N�D 

�6�W�X�S�D�Q�M���S�U�H�]�D�V�L�ü�H�Q�M�D �'�L�H�O�H�N�W�U�L�þ�Q�D���V�Y�R�M�V�W�Y�D Kemijska modifikacija 

pH Viskoznost �*�H�Q�H�W�L�þ�N�D���P�R�G�L�I�L�N�D�F�L�M�D 

Reduktivno-oksidativno 

�R�N�U�X�å�H�Q�M�H 

�%�U�]�L�Q�D���S�R�V�W�L�]�D�Q�M�D���U�D�Y�Q�R�W�H�å�H Stabilnost proteina 

 

 

2.5.1. Temperatura 

�7�H�P�S�H�U�D�W�X�U�D�� �S�U�L�� �N�R�M�R�M�� �V�H�� �Q�D�M�þ�H�ã�ü�H�� �N�Uistaliziraju proteini je ili sobna temperatura ili 

temperatura od 4°C. �1�H�N�L�� �S�U�R�W�H�L�Q�L�� �V�O�D�E�L�M�H�� �V�X�� �W�R�S�O�M�L�Y�L�� �S�U�L�� �Q�L�å�L�P�� �W�H�P�S�H�U�D�W�X�U�D�P�D�����7�D�N�R�ÿ�H�U�� �S�U�L��

�Q�L�å�L�P�� �V�H�� �W�H�P�S�H�U�D�W�X�U�D�P�D���V�S�U�H�þ�D�Y�D�� �U�D�V�W�� �E�D�N�W�H�U�L�M�D�� �N�R�M�H�� �X�J�U�R�å�D�Y�D�M�X stabilnost i postojanost 
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proteina. Odabir pri kojoj �W�H�P�S�H�U�D�W�X�U�L�� �ü�H�� �V�H�� �R�G�Y�L�M�D�W�L�� �N�U�L�V�W�D�O�L�]�D�F�L�M�D�� �Q�D�M�Y�L�ã�H�� �R�Y�L�V�L�� �R�� �V�W�D�E�L�O�Q�R�V�W�L��

�S�U�R�W�H�L�Q�D���S�U�L���R�G�U�H�ÿ�H�Q�R�M���W�H�P�S�H�U�D�W�X�U�L�� 

 

2.5.2. pH 

�.�D�N�R�� �V�H�� �U�D�G�L�� �R�� �N�U�L�V�W�D�O�L�]�D�F�L�M�L�� �E�L�R�O�R�ã�N�L�K�� �P�R�O�H�N�X�O�D���� �Y�H�ü�L�Q�D proteina kristalizira pri 

�I�L�]�L�R�O�R�ã�N�R�P���S�+�����S�+���R�N�R�������������8�N�R�O�L�N�R���V�H���U�D�G�L���R���N�U�L�V�W�D�O�L�]�D�F�L�M�L���S�U�R�W�H�L�Q�D���S�U�L���S�+���Y�H�ü�H�P���L�O�L���P�D�Q�M�H�P��

od 7, �S�R�W�U�H�E�Q�R���M�H���S�D�]�L�W�L���G�D���Q�H���G�R�ÿ�H���G�R���G�H�Q�D�W�X�U�D�F�L�M�H���S�U�R�W�H�L�Q�D�����7�D�N�R�ÿ�H�U���R�E�O�L�N���N�U�L�V�W�D�O�D���þ�H�V�W�R���R�Y�L�V�L��

�G�L�U�H�N�W�Q�R���R���S�+���R�W�R�S�L�Q�H���W�H���U�D�]�O�L�N�D���L�]�P�H�ÿ�X���D�P�R�U�I�Q�R�J���W�D�O�R�J�D�����P�L�N�U�R�N�U�L�V�W�D�O�D���L���L�O�L���P�R�Q�R�N�U�L�V�W�D�O�D���P�R�å�H��

se pokazati u desetinki pH jedinice.  

 

2.5.3. Koncentracija proteina 

�.�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�� �S�U�R�W�H�L�Q�D�� �M�R�ã�� �M�H�� �M�H�G�D�Q�� �R�G�� �E�L�W�Q�L�K�� �I�D�N�W�R�U�D�� �N�R�M�L�� �X�W�M�H�þ�X�� �Q�D�� �N�U�L�V�W�D�O�L�]�D�F�L�M�X����

�8�N�R�O�L�N�R���E�L���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D���E�L�O�D���S�U�H�Y�H�O�L�N�D���X���S�U�R�F�H�V�X���N�U�L�V�W�D�O�L�]�D�F�L�M�H���P�R�å�H���G�R�ü�L���G�R���V�W�Y�D�U�D�Q�M�D���Q�D�N�X�S�L�Q�D��

kristala i sraslaca, odnosno ukoliko bi koncentracija bila premala dolazi do usporavanja rasta 

kristala. Za dobivanje kristala dobre kvalit�H�W�H�����N�R�M�H���P�R�å�H�P�R���S�R�G�Y�U�J�Q�X�W�L���U�H�Q�Wgenskoj strukturnoj 

�D�Q�D�O�L�]�L�����S�R�W�U�H�E�Q�R���M�H���S�R�V�W�L�ü�L���V�W�X�S�D�Q�M���S�U�H�]�D�V�L�ü�H�Q�M�D���N�R�G���N�R�M�H�J���ü�H���O�D�N�R���G�R�ü�L���G�R���Q�X�N�O�H�D�F�L�M�H��odnosno 

rasta kristala. 

 

2.5.4. Topljivost proteina 

�.�D�N�R���E�L���L�V�W�D�O�R�å�L�O�L���S�U�R�W�H�L�Q, potrebno ga je prvo otopiti. Neki 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 pogodnog otapala trebamo paziti da protein ne 

�D�V�R�F�L�U�D���R�G�Q�R�V�Q�R���G�D���Q�H���V�W�Y�D�U�D���D�J�U�H�J�D�W�H���X���W�D�N�Y�R�M���R�W�R�S�L�Q�L�����3�R�Y�H�ü�D�Q�M�H���W�R�S�O�M�L�Y�R�V�W�L���S�U�R�W�H�L�Q�D���P�R�å�H se 

�U�H�J�X�O�L�U�D�W�L���G�R�G�D�Y�D�Q�M�H�P���V�R�O�L�����D���W�D�N�R�ÿ�H�U���R�Y�L�V�L���L���R���W�H�P�S�H�U�D�W�X�U�L���L���S�+���Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�L�� 
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Slika 10. Shematski prikaz krivulje topljivosti proteina kao funkcije ovisnosti koncentracije 

precipitanta i koncentracije proteina 

 

Proces kristalizacije sastoji se od nekoliko koraka: prvi je korak �R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H�� �þ�L�V�W�R�ü�H��

�S�U�R�W�H�L�Q�D���� �8�N�R�O�L�N�R�� �S�U�R�W�H�L�Q�� �Q�L�M�H�� �]�D�G�R�Y�R�O�M�D�Y�D�M�X�ü�H�� �þ�L�V�W�R�ü�H�� �S�U�L�M�H�� �N�U�L�V�W�D�O�L�]�D�F�L�Me, potrebno ga je 

�S�U�R�þ�L�V�W�L�W�L���� �3�U�R�W�H�L�Q�L�� �V�H�� �S�U�R�þ�L�ã�ü�D�Y�D�M�X�� �Q�D�� �W�H�P�H�O�M�X�� �V�Y�R�M�L�K�� �I�L�]�L�N�D�O�Q�R-�N�H�P�L�M�V�N�L�K�� �V�Y�R�M�V�W�D�Y�D���� �Y�H�O�L�þ�L�Q�L��

�P�R�O�H�N�X�O�H���L���H�O�H�N�W�U�L�þ�Q�R�P���Q�D�E�R�M�X�����G�R�N���V�H���W�H�K�Q�L�N�D�P�D���D�I�L�Q�L�W�H�W�Q�H���N�U�R�P�D�W�R�J�U�D�I�L�M�H��proteini odjeljuju i 

�S�U�R�þ�L�ã�ü�D�Y�D�M�X���Q�D���W�H�P�H�O�M�X���V�S�R�V�R�E�Q�R�V�W�L���S�U�R�W�H�L�Q�D���G�D���Q�D���V�H�E�H���Y�H�å�H���R�G�U�H�ÿ�H�Q�H���P�D�O�H���P�R�O�H�N�X�O�H�� 

Drugi je �N�R�U�D�N�� �R�W�D�S�D�Q�M�H�� �S�U�R�W�H�L�Q�D�� �X�� �S�R�J�R�G�Q�R�P�� �R�W�D�S�D�O�X�� �L�]�� �N�R�M�H�J�� �V�H�� �P�R�å�H�� �L�V�W�D�O�R�å�L�W�L��

�G�R�G�D�W�N�R�P�� �E�L�O�R�� �Q�H�N�H�� �V�R�O�L�� �L�O�L�� �R�U�J�D�Q�V�N�R�J�� �V�S�R�M�D���� �2�W�D�S�D�O�D�� �N�R�M�D�� �V�H�� �Q�D�M�þ�H�ã�ü�H�� �N�R�U�L�V�W�H�� �V�X�� �S�X�I�H�U�V�N�H��

vodene otopine. �7�U�H�ü�L��se korak �P�R�å�H��podijeliti u nekoliko faza: fazu nukleacije, fazu rasta 

kristala i fazu �]�D�Y�U�ã�H�W�Na �U�D�V�W�D���N�U�L�V�W�D�O�D�����'�R�Y�R�ÿ�H�Q�M�H�P���R�W�R�S�L�Q�H���X���V�W�D�Q�M�H���S�U�H�]�D�V�L�ü�H�Q�R�V�W�L���L�V�S�X�Q�Men je 

osno�Y�Q�L���X�Y�M�H�W���]�D���S�R�þ�H�W�D�N���Q�X�N�O�H�D�F�L�M�H���W�H���Q�D�V�W�D�M�X���P�D�O�L���D�J�U�H�J�D�W�L���R�G�Q�R�V�Q�R���Q�X�N�O�H�X�V�L�����7�H���V�H���P�D�O�H���M�H�]�J�U�H�� 

stvaraju u nestabi�O�Q�R�M�� �]�R�Q�L�� �S�U�H�]�D�V�L�ü�H�Q�H�� �R�W�R�S�L�Q�H�����9�U�O�R�� �M�H�� �Y�D�å�Q�R�� �G�R�E�U�R�� �Rdrediti pogodnu 

koncentraciju proteina jer prevelika �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D���S�U�R�W�H�L�Q�D���P�R�å�H���G�R�Y�H�V�W�L���G�R���V�W�Y�D�U�D�Q�M�D���D�P�R�U�I�Q�R�J��

precipitata i gubitka proteina. Kako se koncentracija otapala smanjuje, a koncentracija 

precipitanta raste, raste i nukleus te se uslijed smanjenja koncentracije otopljenog proteina 

�Q�X�N�O�H�X�V���S�R�P�L�þ�H�� �L�]�� �Q�H�V�W�D�E�L�O�Q�H���]�R�Q�H���X���P�H�W�D�V�W�D�E�L�O�Q�X���]�Rnu gdje se odvija rast kristala (slika 10). 

Ukoliko su  stvoreni povoljni uvjeti �]�D���Q�X�N�O�H�D�F�L�M�X���R�Q�D���P�R�å�H���G�R�Y�H�V�W�L���G�R���Vtvaranja velikog broja 

�N�U�L�V�W�D�O�Q�L�K���M�H�]�J�U�L�����.�D�N�R���E�L���L�]���N�U�L�V�W�D�O�Q�H���M�H�]�J�U�H���Q�D�V�W�D�R���N�U�L�V�W�D�O�����M�H�]�J�U�D���P�R�U�D���S�U�Y�R���Q�D�U�D�V�W�L���Q�D���R�G�U�H�ÿ�H�Q�X��

�Y�H�O�L�þ�L�Q�X�� �N�R�M�X�� �Q�D�]�L�Y�D�P�R�� �N�U�L�W�L�þ�Q�D�� �Y�H�O�L�þ�L�Q�D. �.�U�L�W�L�þ�Q�D�� �Y�H�O�L�þ�L�Q�D�� �R�S�L�V�X�M�H�� �V�H�� �R�P�M�H�U�R�P�� �S�R�Y�U�ã�L�Q�H�� �L��



§ 2. Literaturni pregled 20 

Tea Domin Diplomski rad 
 

volumena jezgre. �$�N�R���M�H�]�J�U�D���S�R�V�W�L�J�Q�H���N�U�L�W�L�þ�Q�X���Y�H�O�L�þ�L�Q�X�� �L�]�� �Q�M�H���ü�H���Q�D�V�W�D�W�L���N�U�L�V�W�D�O�����Q�R���X�N�R�O�L�N�R���M�H��

�M�H�]�J�U�D�� �P�D�Q�M�D�� �R�G�� �N�U�L�W�L�þ�Q�H�� �Y�H�O�L�þ�L�Q�H�� �G�R�O�D�]�L�� �G�R�� �V�S�R�Q�W�D�Q�R�J otapanja i prestanka postupka 

kristalizacije.  

�1�D�M�E�R�O�M�L���U�D�V�W���N�U�L�V�W�D�O�D���S�R�V�W�L�å�H���V�H���V�P�D�Q�M�H�Q�M�H�P���S�U�H�]�D�V�L�ü�H�Q�M�D�����9�H�O�L�N�L�P���S�U�H�]�D�V�L�ü�H�Q�M�H�P���P�R�å�H��

nastati velik broj kristalnih jezgri te rezultirati rastom velikog broja manjih kristala ili 

�Q�D�V�W�D�Q�N�R�P�� �D�P�R�U�I�Q�R�J�� �W�D�O�R�J�D���� �7�D�N�R�ÿ�H�U���U�D�V�W�� �N�U�L�V�W�D�O�D�� �P�R�U�D�� �E�L�W�L�� �ã�W�R�� �V�S�R�U�L�M�L�� �L�� �K�R�P�R�J�H�Q�L�M�L��jer se u 

takvim uvjetima molekule i atomi polagano i pravilno orijentiraju �S�U�L���þ�H�P�X��stvaraju pravilnu i 

�V�L�P�H�W�U�L�þ�Q�X���P�U�H�å�X��tj. kristalnu strukturu.  

Precipitanti poput PEG-a te raznih soli imaju visok afinitet prema vodi i mogu ju 

imobilizirati �L���Q�D���W�D�M���Q�D�þ�L�Q���V�P�D�Q�M�X�M�X topljivost proteina. �7�R�S�O�M�L�Y�R�V�W���S�U�R�W�H�L�Q�D���P�R�å�H���V�H���U�H�J�X�O�L�U�D�W�L�� 

isoljavanjem (engl. salting out) i usoljavanjem (engl. salting in). Isoljavanjem se smanjuje 

ionska jakost otopine, dolazi do gubitka nabijenih iona te za�S�R�þ�L�Q�M�H�� �V�W�Y�D�U�D�Q�M�H���S�U�R�W�H�L�Q-protein 

�L�Q�W�H�U�D�N�F�L�M�D�� �ã�W�R�� �G�R�Y�R�G�L�� �G�R�� �S�D�G�D�� �W�R�S�O�M�L�Y�R�V�W�L�� �L�� �V�W�Y�D�U�D�Q�M�D�� �S�U�R�W�H�L�Q�V�N�R�J�� �S�U�H�F�L�S�L�W�D�W�D����S druge strane 

usoljavanjem���� �S�R�Y�H�ü�Dva se ionska jakost otopine, a samim time i topljivost proteina te se 

�S�R�V�S�M�H�ã�X�M�H���S�U�R�F�H�V���N�U�L�V�W�D�O�L�]�D�F�L�M�H. �2�V�L�P���L�V�R�O�M�D�Y�D�Q�M�H�P���L���X�V�R�O�M�D�Y�D�Q�M�H�P���W�R�S�O�M�L�Y�R�V�W���S�U�R�W�H�L�Q�D���P�R�å�H���V�H��

regulirati i promjenom pH otopine i promjenom temperature. 

 

2.6. Metode kristalizacije  

 

�2�G�� �]�D�þ�H�W�D�N�D�� �N�U�L�V�W�D�O�R�J�U�D�I�L�M�H�� �S�D�� �G�R�� �G�D�Q�D�V�� �U�D�]�Y�L�O�R�� �V�H�� �Q�H�N�R�O�L�N�R�� �P�H�W�R�G�D�� �N�U�L�V�W�D�O�L�]�D�F�L�M�H��

�S�U�R�W�H�L�Q�D�����W�H�K�Q�L�N�D���G�L�I�X�]�L�M�H���L�]���W�H�N�X�ü�L�Q�H���X���W�H�N�X�ü�L�Q�X�����W�H�K�Q�L�N�D���G�L�I�X�]�L�M�H���S�D�U�D�����W�H�K�Q�L�N�D���G�L�M�D�O�L�]�H���L���Ä�E�D�W�F�K�³��

metoda (engl. batch �± �V�H�U�L�M�D�����ã�D�U�å�D��. 

Tehnikom difuzije i�]���W�H�N�X�ü�L�Q�H���X���W�H�N�X�ü�L�Q�X���R�W�R�S�L�Q�D���S�U�R�W�H�L�Q�D�� �L���R�W�R�S�L�Q�D���X���N�R�M�R�M���M�H���W�D�O�R�å�Q�L��

�U�H�D�J�H�Q�V���V�W�D�Y�O�M�D�M�X���V�H���X���N�D�S�L�O�D�U�X���S�R�P�R�ü�X���L�J�O�H�����,�]�P�H�ÿ�X���V�O�R�M�H�Y�D���R�W�R�S�L�Q�D���V�W�Y�D�U�D���V�H���J�U�D�Q�L�F�D�����D���R�W�R�S�L�Q�H��

postepeno difundiraju jedna u drugu. 

�7�H�K�Q�L�N�D���G�L�I�X�]�L�M�H���S�D�U�D�� �P�R�å�H�� �V�H�� �Q�D�S�U�D�Y�L�W�L�� �Q�D���G�Y�D�� �Q�D�þ�L�Q�D, �N�D�R���P�H�W�R�G�D���Y�L�V�H�ü�H���N�D�S�L (slika 

11, B) �L�O�L�� �P�H�W�R�G�D�� �V�M�H�G�H�ü�H�� �N�D�S�L (slika 11, A). �.�R�G�� �P�H�W�R�G�H�� �Y�L�V�H�ü�H�� �N�D�S�L�� �X�� �V�S�U�H�P�Q�L�N�X�� �]�D��

kristalizaciju nalazi se �P�D�W�L�þ�Q�L�F�D (precipitatna otopina), nad nju se postavlja silikonizirano 

stakalce na kojem se nalazi kap �Q�D�V�W�D�O�D���P�L�M�H�ã�Dnjem �R�G�U�H�ÿ�H�Q�R�J volumena m�D�W�L�þ�Q�L�F�H���L���R�G�U�H�ÿ�H�Q�R�J��
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volumena otopine proteina ���Q�D�M�þ�H�ã�ü�H u omjeru 1:1).  Cijeli sustav dobro se zatvori kako bi bio 

�K�H�U�P�H�W�L�þ�N�L�� �]�D�W�Y�R�U�H�Q�� �L�� �N�D�N�R�� �E�L�� �V�H���V�S�U�L�M�H�þ�Llo isparavanje otopine iz spremnika. Princip 

kristalizacije metodom difuzi�M�H���S�D�U�D���Y�L�V�H�ü�H���L���V�M�H�G�H�ü�H���N�D�S�L���M�H���L�V�W�L���Q�R���P�H�W�R�G�D �V�M�H�G�H�ü�H���N�D�S�L���N�R�U�L�V�W�L��

se za kristalizaciju proteina iz �R�W�R�S�L�Q�D�� �P�D�O�H���S�R�Y�U�ã�L�Q�V�N�H���Q�D�S�H�W�R�V�W�L�� �L���W�R���L�]�� �M�H�G�Q�R�V�W�D�Y�Q�R�J���U�D�]�O�R�J�D��

�G�D���Q�H���G�R�ÿ�H���G�R���S�U�R�O�L�M�H�Y�D�Q�M�D���N�D�S�O�M�L�F�H���V�D���V�W�D�N�D�O�F�D���� 

 

 

 

 

 

    A        B 

Slika 11. Prikaz metode �V�M�H�G�H�ü�H���N�D�S�L (A), p�U�L�N�D�]���P�H�W�R�G�H���Y�L�V�H�ü�H���N�D�S�L (B)16 

 

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 

�S�U�H�]�D�V�L�ü�H�Q�M�D���P�R�O�H�N�X�O�D���S�U�R�W�H�L�Q�D���X�Q�X�W�D�U���P�H�P�E�U�D�Q�H�����2�Y�L�V�Q�R���R���N�R�O�L�þ�L�Q�L���G�R�V�W�X�S�Q�R�J���S�U�R�W�H�L�Q�D���R�Y�D���V�H��

�P�H�W�R�G�D���P�R�å�H���U�D�G�L�W�L���X���F�M�H�Y�þ�L�F�L���]�D���G�L�M�D�O�L�]�X���L�O�L���X���P�L�N�U�R�N�D�S�L�O�D�U�D�P�D�� 

�Ä�%�D�W�F�K�³���P�H�W�R�G�D���Q�D�M�V�W�D�U�L�M�D���M�H���L���X�M�H�G�Q�R���L���Q�D�M�M�H�G�Q�R�V�W�D�Y�Q�L�M�D���P�H�W�R�G�D���N�U�L�V�W�D�O�L�]�D�F�L�M�H���S�U�R�W�H�L�Q�D����

�7�D�O�R�å�Q�L���U�H�D�J�H�Q�V���G�R�G�D�M�H���V�H���X���R�W�R�S�L�Q�X���S�U�R�W�H�L�Q�D�����2�W�R�S�L�Q�D���S�R�V�W�D�M�H���S�U�H�]�D�V�L�ü�H�Q�D���þ�L�P�H���V�X���S�R�V�W�L�J�Q�X�W�L��

�X�Y�M�H�W�L���]�D���S�R�þ�H�W�D�N���N�U�L�V�W�D�O�L�]�D�F�L�M�H�����.�D�R���L���N�R�G���P�H�W�R�G�H���S�D�U�D���V�X�V�W�D�Y���M�H���K�H�U�P�H�W�L�þ�N�L���]�D�W�Y�R�U�H�Q���N�D�N�R���E�L���V�H��

�V�S�U�L�M�H�þ�L�O�R���L�V�S�D�U�D�Y�D�Q�M�H�� 

 

2.7. Kristali  

 

�.�U�L�V�W�D�O�L���V�X���W�U�R�G�L�P�H�Q�]�L�R�Q�D�O�Q�L���S�H�U�L�R�G�L�þ�N�L���U�D�V�S�R�U�H�Gi molekula, atoma i/ili iona koji imaju 

�R�G�U�H�ÿ�H�Q�� �R�E�O�L�N�� �L�� �N�D�U�D�N�W�H�U�L�V�W�L�þ�Q�D�� �V�Y�R�M�V�W�Y�D. Svaki kristal �P�R�å�H�P�R�� �V�Y�U�V�W�D�W�L u jednu od 230 

prostornih grupa, �X���M�H�G�Q�X���R�G���������W�R�þ�N�D�V�W�H���J�U�X�S�H�� �X���M�H�G�Q�X���R�G���������%�U�D�Y�D�L�V�R�Y�L�K���U�H�ã�H�W�N�L���R�G�Q�R�V�Q�R���X��

jedan od 7 kristalnih sustava. 
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Kristale opisujemo:  

- �M�H�G�L�Q�L�þ�Q�R�P���ü�H�O�L�M�R�P��- osnovna jedinica koja gradi kristal. 

- �S�U�R�V�W�R�U�Q�R�P�� �U�H�ã�H�W�N�R�P��- �W�R�� �M�H�� �S�U�R�V�W�R�U�Q�L�� �S�H�U�L�R�G�L�þ�Q�L�� �U�D�V�S�R�U�H�G���W�R�þ�D�Na u kojemu svaka 

�W�R�þ�N�D�� �S�U�H�G�V�W�D�Y�O�M�D�� �V�W�U�X�N�W�X�U�Q�L�� �P�R�W�L�Y�� �G�H�I�L�Q�L�U�D�Q�� �W�U�L�P�D�� �Y�H�N�W�R�U�L�P�D�� �S�H�U�L�R�G�L�þ�Q�R�V�W (to su 

�E�U�L�G�R�Y�L���M�H�G�L�Q�L�þ�Q�H���ü�H�O�L�M�H���N�R�Mi su paralelni s rotacijskim osima ili su okomiti na ravnine 

�V�L�P�H�W�U�L�M�H���� �D�� �V�� �S�R�P�R�ü�X�� �N�R�M�L�K�� �V�H�� �W�U�D�Q�V�O�D�F�L�M�R�P�� �S�R�þ�H�W�Q�H�� �W�R�þ�N�H�� �þ�Y�R�U�D�� �L�]�J�U�D�ÿ�X�M�H�� �F�L�M�H�O�D��

�U�H�ã�H�W�N�D�������3�U�R�V�W�R�U�Q�X���U�H�ã�H�W�N�X���þ�L�Q�H �M�H�G�L�Q�L�þ�Q�H���ü�H�O�L�M�H. 

- kristalografskim osima - one �R�G�U�H�ÿ�X�M�X�� �N�R�R�U�G�L�Q�D�W�Q�L�� �V�X�V�W�D�Y�� �X�Q�X�W�D�U kristala. 

�5�D�]�O�L�N�X�M�H�P�R���R�V�L���G�U�X�J�R�J�����W�U�H�ü�H�J�����þ�H�W�Y�U�W�R�J���L���ã�H�V�W�R�J���U�H�G�D�� 

- kristalnim sustavom - na temelju osi i kuto�Y�D�� �P�H�ÿ�X�� �N�U�L�V�W�D�O�R�J�U�D�I�V�N�L�P�� �R�V�L�P�D��

razlikujemo sedam kristalnih sustava (tablica 2). 

- �%�U�D�Y�D�L�V�R�Y�L�P�� �U�H�ã�H�W�N�D�P�D - �W�R�� �M�H�� �E�H�V�N�R�Q�D�þ�Q�L�� �U�D�V�S�R�U�H�G�� �G�L�V�N�U�H�W�Q�L�K�� �W�R�þ�Dka s takvim 

�P�H�ÿ�X�V�R�E�Q�L�P�� �U�D�V�S�R�U�H�G�R�P�� �L�� �R�U�L�M�H�Q�W�D�F�L�M�R�P�� �G�D�� �R�N�R�O�L�Q�D�� �R�N�R�� �E�L�O�R�� �N�R�M�H�� �W�R�þ�N�H�� �X�Y�L�M�H�N��

izgleda potpuno jednako bez obzira iz kojeg se smjera promatra (slika 12). 

 

Tablica 2. Podjela kristalnih obitelji i kristalnih sustava 

kristalna obitelj kristalni sustav potrebni element simetrije �E�U�R�M���W�R�þ�D�N�D��
geometrija 

broj prostornih 
grupa 

triklinska triklinski - 2 2 

monoklinska monoklinski jedna os 2. reda ili m 3 13 

rompska rompski 
tri osi 2. reda ili jedna os 
2. reda i dvije m 

3 59 

tetragonska tetragonski jedna os 4. reda 7 68 

heksagonska trigonski jedna os 3. reda 5 25 

heksagonska heksagonski jedna os 6. reda 7 27 

�N�X�E�L�þ�Q�D �N�X�E�L�þ�Q�L �þ�H�W�L�U�L���R�V�L����. reda 5 36 

UKUPNO 32 230 
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Slika 12. �3�U�L�N�D�]�� ������ �%�U�D�Y�D�L�V�R�Y�L�K�� �U�H�ã�H�W�N�L (P �± primitivna ili jednostavna �U�H�ã�H�W�N�D�� C �± bazno 

centrirana; F �± �S�O�R�ã�Q�R���F�H�Q�W�U�L�U�D�Q�D; I �± prostorno/volumno centrirana; R �± trigonska)  

 

Proteini ne kristaliziraju u svi�K�����������S�U�R�V�W�R�U�Q�L�K���J�U�X�S�D���]�D�W�R���ã�W�R��primjenom zrcalne ravnine i centra 

inverzije dolazi do prelaska L-aminokiseline u D-aminokiselin�X�����D���N�D�R���ã�W�R���]�Q�D�P�R���S�U�R�W�H�L�Q�L���V�X��

�J�U�D�ÿ�H�Q�L���L�V�N�O�M�X�þ�L�Y�R���R�G���/-aminokiselina. Kod kristala proteina dozvoljene su samo one prostorne 

�J�U�X�S�H���N�R�M�H���V�D�G�U�å�H���U�R�W�D�F�L�M�V�N�H���R�V�L���L�O�L���Y�L�M�þ�D�Q�H���R�V�L��17,18 

 

2.8. Rentgenska strukturna analiza  

 

Kako bi se mogao podvrgnuti rentgenskoj strukturnoj analizi kristal mora biti 

�R�G�J�R�Y�D�U�D�M�X�ü�H�� �N�Y�D�O�L�W�H�W�H�� �L�� �Y�H�O�L�þ�L�Q�H. Rentgenska strukturna analiza temelji se na rentgenskim 

zrakama, elektromagnetskim valovima �Y�D�O�Q�H���G�X�O�M�L�Q�H�� �L�]�P�H�ÿ�X������-8 do 10-11 m �N�R�M�L���V�H���U�D�V�S�U�ã�X�M�X��

na elektronima odnosno daju nam podatke �R���H�O�H�N�W�U�R�Q�V�N�R�M���J�X�V�W�R�ü�L���D�W�R�P�D���X���N�U�L�V�W�D�O�X����Rentgenske 

�]�U�D�N�H���Q�H���R�W�N�O�D�Q�M�D�M�X���V�H���Q�L�W�L���X���H�O�H�N�W�U�L�þ�Q�R�P���Q�L���X���P�D�J�Q�H�W�V�N�R�P���S�R�O�M�X�����D�O�L���R�J�L�E�R�P���V�Y�M�H�W�O�R�V�W�L���X���N�U�L�V�W�D�O�X��

�P�L�M�H�Q�M�D�M�X�� �V�P�M�H�U�� �ã�L�U�H�Q�M�D����Prolaskom kroz kristal rentgenske zrake se ogibaju i dolazi do 

interferencije te dobijemo sliku difrakcijskih maksimuma. Iz slike difrakcijskih maksimuma 

�U�D�þ�X�Q�D�P�R�� �P�D�S�X�� �H�O�H�N�W�U�R�Q�V�N�H�� �J�X�V�W�R�ü�H�� �S�U�H�P�D�� �N�R�M�R�M�� �P�R�å�H�P�R�� �R�G�U�H�G�L�W�L�� �N�U�L�V�W�D�O�Q�X�� �V�W�U�X�N�W�X�U�X����
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Difrakcijom se detektiraju samo oni v�D�O�R�Y�L�� �N�R�M�L�� �V�H�� �U�D�V�S�U�ã�X�M�X�� �X�� �I�D�]�L�� �W�M���� �N�R�M�L�� �N�R�Q�V�W�U�X�N�W�L�Y�Q�R��

interferiraju�����'�L�I�U�D�N�F�L�M�D���V�H���G�R�J�D�ÿ�D�� samo ako je zadovoljen Braggov zakon19, slika 13, koji glasi:   

2dhkl sin �Ç = �Q�� 

gdje je dhkl �U�D�]�P�D�N�� �L�]�P�H�ÿ�X�� �G�Y�L�M�H�� �V�X�V�M�H�G�Q�H�� �U�D�Y�Q�L�Q�H�� ���0�L�O�O�H�U�R�Y�H�� �U�D�Y�L�Q�H�������Ç je kut upada snopa 

�U�H�Q�W�J�H�Q�V�N�L�K���]�U�D�N�D��������- valna duljina �U�H�Q�W�J�H�Q�V�N�R�J���]�U�D�þ�H�Qja i n �±cijeli broj, red difrakcije. 

�.�R�Q�V�W�U�X�N�W�L�Y�Q�D���L�Q�W�H�U�I�H�U�H�Q�F�L�M�D���V�H���G�R�J�D�ÿ�D���D�N�R���L���V�D�P�R���D�N�R���M�H��n cijeli broj.  

Difrakcija rentgenskih zraka na monokristalu daje nam informaciju o kristalnoj 

strukturi. Kako bi se difrakcijska slika kristala mogla pravilno interpretirati �S�R�å�H�O�M�Q�R�� �M�H�� �L�P�D�W�L 

monokristal koji �P�R�U�D�� �E�L�W�L�� �R�G�U�H�ÿ�H�Q�H�� �Y�H�O�L�þ�L�Q�H�� ���X�Q�X�W�D�U�� �J�U�D�Q�L�F�D�� �R�G�U�H�ÿ�H�Q�L�K�� �S�U�R�P�M�H�U�R�P�� �V�Q�R�S�D��

rentgenskih zraka). 

 

 

 

Slika 13. Braggov zakon 

 



§ 3. Eksperimentalni dio 25 

Tea Domin Diplomski rad 
 

§ 3. EKSPERIMENTALNI DIO  

3.1. Priprema otopine pufera 

 

Koristio se pufer natrijev citrat. Za pripremu 0,1 M otopine pufera bilo je potrebno 

pripremiti vodenu otopinu limunske kiseline i vodenu otopinu soli natrijevog citrata. Odvagano 

je 768,52 mg limunske kiseline (C6H807) molekulske mase 192,13 g mol-1 i nadopunjeno s 35 

mL destilirane vode. Na taj n�D�þ�L�Q���S�U�L�S�U�H�P�O�M�H�Q�D���M�H�������0���R�W�R�S�L�Q�D���O�L�P�X�Q�V�N�H���N�L�V�H�O�L�Q�H�����1�D�N�R�Q���W�R�J�D��

odvagano je 1032,28 mg natrijevog citrata dihidrata (Na3C6H5O7) molekulske mase 258,07 g 

mol-1 i nadopunjeno do 40 ml destiliranom vodom. Dobivena je 1 M otopina natrijevog citrata. 

pH vrijednost 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. Levodopa i dekstrodopa 

topljivi su u vodi uz dodata�N���N�O�R�U�R�Y�R�G�L�þ�Q�H���N�L�V�H�O�L�Q�H�������������0���N�O�R�U�R�Y�R�G�L�þ�Q�D���N�L�V�H�O�L�Q�D��. Labetalol se 

�W�H�ã�N�R���R�W�D�S�Do u vodi, dok su ostali spojevi topljivi u vodi. 

Pripremljena je ���������0���R�W�R�S�L�Q�D���O�H�Y�R�G�R�S�D���Q�D���Q�D�þ�L�Q���G�D���M�H��odvagano je 23,43 mg levodopa 

molekulske mase 197,19 g mol-1 i otopljeno u �����������/���G�H�V�W�L�O�L�U�D�Q�H���Y�R�G�H���X�]���G�R�G�D�W�D�N�����������/�����������0��

�N�O�R�U�R�Y�R�G�L�þ�Q�H���N�L�V�H�O�L�Q�H�� 

Za pripremu otopine D-dopa (Mr = 197,19 g mol-1) odvagano je 21,16 mg supstance te 

otopljeno u 535 ���/  �G�H�V�W�L�O�L�U�D�Q�H���Y�R�G�H���X�]���G�R�G�D�W�D�N�����������/�����������0���N�O�R�U�R�Y�R�G�L�þ�Q�H���N�L�V�H�O�L�Q�H�� Dobivena 

je 0,2 M otopina D-dope. 
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0,2 M otopina prometazina (molekulska masa 284,42 g mol-1) napravljena je vaganjem 

je 12,87 mg prometazina te je Eppendorfova epruveta nadopunjena s 220 ���/  destilirane vode. 

Otapanjem 20,26 mg labetalola (Mr = 328,41 g mol-1���� �X�� �������� ���/�� �G�H�V�W�L�O�Lrane vode 

�G�R�E�L�Y�H�Q�D���M�H���S�M�H�Q�D�V�W�D���V�X�V�S�H�Q�]�L�M�D�����/�D�E�H�W�D�O�R�O���M�H���E�L�R���X���J�U�X�G�L�F�D�P�D���N�R�M�H���V�X���V�H���W�H�ã�N�R���W�R�S�L�O�H���L���X�]���V�Q�D�å�Q�R��

�P�L�M�H�ã�D�Q�M�H���Q�D���P�L�M�H�ã�D�O�L�F�L. 

Od izvaganog propranolola,  5,19 mg,  molekulske mase 259,34 g mol-1, napravljena je 

vodena otopina otapanjem u �����������/ destilirane vode. Dobivena otopina bila je koncentracije 

0,2 M. 

Propranolol-HCl, 1,47 mg, otopljen je u ���������/���G�H�V�W�L�O�L�U�D�Q�H���Y�R�G�H���L���W�D�N�R���M�H���G�R�E�L�Y�H�Q�D����������

M otopina. 

 

3.3. Priprema otopine apotransferina 

 

Vodena otopina apotransferina dobivena je tako da se odvagalo 3,00 mg proteina (Mr = 

80 kD) te je otopljen u ������ ���/�� �G�H�V�W�L�O�L�U�D�Q�H�� �Y�R�G�H�� Kristali apotransferina dobiveni su 

kristalizacijom prema shemi u tablici 3. 
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Tablica 3. Volumeni otopina i vode u precipitantnim otopinama za kristalizaciju apotransferina 

140 uL 50 % 
PEG 
 
50.0 uL 1 M 
MES pH=6.5 
 
75.00 uL 1 M 
natrijev citrat 
 
235.00 uL 
H2O 

150 uL 50 % 
PEG 
 
50.0 uL 1 M 
MES pH=6.5 
 
75.00 uL 1 M 
natrijev citrat 
 
225.00 uL 
H2O 

160 uL 50 % 
PEG 
 
50.0 uL 1 M 
MES pH=6.5 
 
75.00 uL 1 M 
natrijev citrat 
 
215.00 uL 
H2O 

170 uL 50 % 
PEG 
 
50.0 uL 1 M 
MES pH=6.5 
 
75.00 uL 1 M 
natrijev citrat 
 
205.00 uL 
H2O 

180 uL 50 % 
PEG 
 
50.0 uL 1 M 
MES pH=6.5 
 
75.00 uL 1 M 
natrijev citrat 
 
195.00 uL 
H2O 

190 uL 50 % 
PEG 
 
50.0 uL 1 M 
MES pH=6.5 
 
75.00 uL 1 M 
natrijev citrat 
 
185.00 uL 
H2O 

140 uL 50 % 
PEG 
 
50.0 uL 1 M 
HEPES 
pH=6.8 
 
75.00 uL 1 M 
natrijev citrat 
 
235.00 uL 
H2O 

150 uL 50 % 
PEG 
 
50.0 uL 1 M 
HEPES 
pH=6.8 
 
75.00 uL 1 M 
natrijev citrat 
 
225.00 uL 
H2O 

160 uL 50 % 
PEG 
 
50.0 uL 1 M 
HEPES 
pH=6.8 
 
75.00 uL 1 M 
natrijev citrat 
 
215.00 uL 
H2O 

170 uL 50 % 
PEG 
 
50.0 uL 1 M 
HEPES 
pH=6.8 
 
75.00 uL 1 M 
natrijev citrat 
 
205.00 uL 
H2O 

180 uL 50 % 
PEG 
 
50.0 uL 1 M 
HEPES 
pH=6.8 
 
75.00 uL 1 M 
natrijev citrat 
 
195.00 uL 
H2O 

190 uL 50 % 
PEG 
 
50.0 uL 1 M 
HEPES 
pH=6.8 
 
75.00 uL 1 M 
natrijev citrat 
 
185.00 uL 
H2O 

140 uL 50 % 
PEG 
 
50.0 uL 1 M 
HEPES 
pH=7.0 
 
75.00 uL 1 M 
natrijev citrat 
 
235.00 uL 
H2O 

150 uL 50 % 
PEG 
 
50.0 uL 1 M 
HEPES 
pH=7.0 
 
75.00 uL 1 M 
natrijev citrat 
 
225.00 uL 
H2O 

160 uL 50 % 
PEG 
 
50.0 uL 1 M 
HEPES 
pH=7.0 
 
75.00 uL 1 M 
natrijev citrat 
 
215.00 uL 
H2O 

170 uL 50 % 
PEG 
 
50.0 uL 1 M 
HEPES 
pH=7.0 
 
75.00 uL 1 M 
natrijev citrat 
 
205.00 uL 
H2O 

180 uL 50 % 
PEG 
 
50.0 uL 1 M 
HEPES 
pH=7.0 
 
75.00 uL 1 M 
natrijev citrat 
 
195.00 uL 
H2O 

190 uL 50 % 
PEG 
 
50.0 uL 1 M 
HEPES 
pH=7.0 
 
75.00 uL 1 M 
natrijev citrat 
 
185.00 uL 
H2O 

140 uL 50 % 
PEG 
 
50.0 uL 1 M 
HEPES 
pH=7.0 
 
75.00 uL 1 M 
natrijev citrat 
 

235.00 uL 
H2O 

150 uL 50 % 
PEG 
 
50.0 uL 1 M 
HEPES 
pH=7.0 
 
75.00 uL 1 M 
natrijev citrat 
 

225.00 uL 
H2O 

160 uL 50 % 
PEG 
 
50.0 uL 1 M 
HEPES 
pH=7.0 
 
75.00 uL 1 M 
natrijev citrat 
 

215.00 uL 
H2O 

170 uL 50 % 
PEG 
 
50.0 uL 1 M 
HEPES 
pH=7.0 
 
75.00 uL 1 M 
natrijev citrat 
 

205.00 uL 
H2O 

180 uL 50 % 
PEG 
 
50.0 uL 1 M 
HEPES 
pH=7.0 
 
75.00 uL 1 M 
natrijev citrat 
 

195.00 uL 
H2O 

190 uL 50 % 
PEG 
 
50.0 uL 1 M 
HEPES 
pH=7.0 
 
75.00 uL 1 M 
natrijev citrat 
 

185.00 uL 
H2O 
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3.4. Postupak kristalizacije 

 

Za kristalizaciju proteina koristila se �W�H�K�Q�L�N�D���G�L�I�X�]�L�M�H���S�D�U�D���Y�L�V�H�ü�H���N�D�S�L�� �=�D���N�R�U�L�ã�W�H�Q�M�H���R�Y�H��

metode �R�G�O�X�þ�L�O�R se �L�]�� �Y�L�ãe razloga: 1.) �]�E�R�J�� �P�D�O�H�� �N�R�O�L�þ�L�Q�H��dostupnog proteina, 2.) na jednoj 

kristalizacijsk�R�M���S�O�R�þ�L���P�R�J�X�ü�H���M�H���L�]�Y�H�V�W�L���Y�L�ã�H���U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K���N�U�L�V�W�D�O�L�]�D�F�L�M�D���W�H��3.) zbog male dimenzije 

i lakog baratanja �V���N�U�L�V�W�D�O�L�]�D�F�L�M�V�N�L�P���S�O�R�þ�D�P�D�� 

Kristalizacijske otopine postavljenje su u kristalizacijske �S�O�R�þ�H���Y�H�O�L�þ�L�Q�H 4x6 spremnika 

�S�U�R�L�]�Y�R�ÿ�D�þ�D�� �+�D�P�S�W�R�Q-Research. Slika 14 �S�U�L�N�D�]�X�M�H�� �N�U�L�V�W�D�O�L�]�D�F�L�M�V�N�X�� �S�O�R�þ�X�� �S�U�R�L�]�Y�R�ÿ�D�þ�D��

Hampton-Research. �6�S�U�H�P�Q�L�F�L���V�X���R�]�Q�D�þ�H�Q�L���R�N�R�P�L�W�R���V�O�R�Y�L�P�D���R�G���$���G�R���'���L���Y�R�G�R�U�D�Y�Q�R���E�U�R�M�H�Y�L�P�D��

�R�G�������G�R�������U�D�G�L���O�D�N�ã�H�J���S�U�D�ü�H�Q�M�D�� 

 

 

Slika 14�����3�O�R�þ�D���]�D���N�U�L�V�W�D�O�L�]�D�F�L�M�X s 4x6 spremnika  

 

U svaki spremnik stavljeno je 1 mL otopine �S�U�H�F�L�S�L�W�D�Q�W�Q�H���R�W�R�S�L�Q�H�����Ä�P�D�W�L�þ�Q�L�F�H�³�� prema shemi 

iz tablice 4. �1�D�� �V�L�O�L�N�R�Q�L�]�L�U�D�Q�R�� �V�W�D�N�D�O�F�H�� ���V�W�D�N�D�O�F�H�� �M�H�� �V�L�O�L�N�R�Q�L�]�L�U�D�Q�R�� �N�D�N�R�� �E�L�� �V�H�� �V�S�U�L�M�H�þ�L�O�R��

razlijevanje kapi) prvo je postavljena kap otopine proteina �Y�R�O�X�P�H�Q�D���������/. U tu kap dodana je 

kap otopine �P�D�W�L�þ�Q�L�F�H �Y�R�O�X�P�H�Q�D�������������/ �L�]���V�S�U�H�P�Q�L�N�D���L�]�Q�D�G���N�R�M�H�J���ü�H���V�H���Q�D�O�D�]�L�W�L���V�W�D�N�D�O�F�H (slika 

16). Tako pripremljena stakalca postavljena su na spremnik. Spremnici imaju ravnu gornju 

�S�R�Y�U�ã�L�Q�X�� �N�R�M�D�� �M�H�� �S�U�H�P�D�]�D�Q�D�� �V�D�� �V�L�O�L�N�R�Q�V�N�R�P�� �P�D�V�W�L�� �N�D�N�R�� �E�L�� �V�H�� �K�H�U�P�H�W�L�þ�N�L�� �]�D�W�Y�R�U�L�O�L�� �þ�L�P�H��se 

�V�S�U�H�þ�D�Y�D���L�V�S�D�U�D�Y�D�Q�M�H���R�W�R�S�L�Q�H���P�D�W�L�þ�Q�L�F�H�� �2�W�R�S�L�Q�D���O�D�E�H�W�D�O�R�O�D���Q�L�M�H���E�L�O�D���þ�L�V�W�D���R�W�R�S�L�Q�D�����X���Q�M�R�M���V�X���V�H��

�]�D�G�U�å�D�O�H���V�L�W�Q�H���J�U�X�G�L�F�H���W�H���Q�L�M�H���E�L�O�R���P�R�J�X�ü�H���V�W�D�Y�L�W�L���Ä�þ�L�V�W�X�³���R�W�R�S�L�Q�X���Q�D���V�W�D�N�D�O�F�H�����=�E�R�J���Y�U�O�R���P�D�O�H��
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�N�R�O�L�þ�L�Q�H���R�W�R�S�L�Q�H���S�U�R�S�U�D�Q�R�O�R�O���K�L�G�U�R�N�O�R�U�L�G�D�����V�Y�H�J�D�����������/�����G�R�ã�O�R je do gubitka otopine kada je u 

�W�L�S�V���S�L�S�H�W�H���X�ã�D�R���]�U�D�N���� 

 

Tablica 4. Shema postavljenih uvjeta kristalizacije apotransferina s malim kiralnim 

molekulama 

A1 
340 uL 50 M 
PEG 3350 
100.0 uL 1 M 
MES pH=6.5 
100.0 uL 1 M 
natrijev citrat 
50.00 uL 0.2 M 
D-dopa 
410.00 uL H2O 

B1 
340 uL 50 M 
PEG 3350 
100.0 uL 1 M 
MES pH=6.5 
100.0 uL 1 M 
natrijev citrat 
50.00 uL 0.2 M 
L-dopa 
410.00 uL H2O 

C1 
340 uL 50 M 
PEG 3350 
100.0 uL 1 M 
MES pH=6.5 
100.0 uL 1 M 
natrijev citrat 
50.00 uL 0.2 M 
prometazin 
410.00 uL H2O 

D1 
340 uL 50 M 
PEG 3350 
100.0 uL 1 M 
MES pH=6.5 
100.0 uL 1 M 
natrijev citrat 
50.00 uL 0.2 M 
labetalol 
410.00 uL H2O 

E1 
340 uL 50 M 
PEG 3350 
100.0 uL 1 M 
MES pH=6.5 
100.0 uL 1 M 
natrijev citrat 
50.00 uL 0.2 M 
propranolol-HCl 
410.00 uL H2O 

F1 
340 uL 50 M 
PEG 3350 
100.0 uL 1 M 
MES pH=6.5 
100.0 uL 1 M 
natrijev citrat 
50.00 uL 0.2 M 
propranolol 
410.00 uL H2O 

A2 
340 uL 50 M 
PEG 3350 
100.0 uL 1 M 
MES pH=6.5 
100.0 uL 1 M 
natrijev citrat 
50.00 uL 0.2 M 
D-dopa 
410.00 uL H2O 

B2 
340 uL 50 M 
PEG 3350 
100.0 uL 1 M 
MES pH=6.5 
100.0 uL 1 M 
natrijev citrat 
50.00 uL 0.2 M 
L-dopa 
410.00 uL H2O 

C2 
340 uL 50 M 
PEG 3350 
100.0 uL 1 M 
MES pH=6.5 
100.0 uL 1 M 
natrijev citrat 
50.00 uL 0.2 M 
prometazin 
410.00 uL H2O 

D2 
340 uL 50 M 
PEG 3350 
100.0 uL 1 M 
MES pH=6.5 
100.0 uL 1 M 
natrijev citrat 
50.00 uL 0.2 M 
labetalol 
410.00 uL H2O 

E2 
340 uL 50 M 
PEG 3350 
100.0 uL 1 M 
MES pH=6.5 
100.0 uL 1 M 
natrijev citrat 
50.00 uL 0.2 M  
propranolol-HCl 
410.00 uL H2O 

F2 
340 uL 50 M 
PEG 3350 
100.0 uL 1 M 
MES pH=6.5 
100.0 uL 1 M 
natrijev citrat 
50.00 uL 0.2 M 
propranolol 
410.00 uL H2O 

A3 
340 uL 50 M 
PEG 3350 
100.0 uL 1 M 
MES pH=6.5 
100.0 uL 1 M 
natrijev citrat 
50.00 uL 0.2 M 
D-dopa 
410.00 uL H2O 

B3 
340 uL 50 M 
PEG 3350 
100.0 uL 1 M 
MES pH=6.5 
100.0 uL 1 M 
natrijev citrat 
50.00 uL 0.2 M 
L-dopa 
410.00 uL H2O 

C3 
340 uL 50 M 
PEG 3350 
100.0 uL 1 M 
MES pH=6.5 
100.0 uL 1 M 
natrijev citrat 
50.00 uL 0.2 M 
prometazin 
410.00 uL H2O 

D3 
340 uL 50 M 
PEG 3350 
100.0 uL 1 M 
MES pH=6.5 
100.0 uL 1 M 
natrijev citrat 
50.00 uL 0.2 M 
labetalol 
410.00 uL H2O 

E3 
340 uL 50 M 
PEG 3350 
100.0 uL 1 M 
MES pH=6.5 
100.0 uL 1 M 
natrijev citrat 
50.00 uL 0.2 M 
propranolol-HCl 
410.00 uL H2O 

F3 
340 uL 50 M 
PEG 3350 
100.0 uL 1 M 
MES pH=6.5 
100.0 uL 1 M 
natrijev citrat 
50.00 uL 0.2 M 
propranolol 
410.00 uL H2O 

A4 
340 uL 50 M 
PEG 3350 
100.0 uL 1 M 
MES pH=6.5 
100.0 uL 1 M 
natrijev citrat 
50.00 uL 0.2 M 
D-dopa 
410.00 uL H2O 

B4 
340 uL 50 M 
PEG 3350 
100.0 uL 1 M 
MES pH=6.5 
100.0 uL 1 M 
natrijev citrat 
50.00 uL 0.2 M 
L-dopa 
410.00 uL H2O 

C4 
340 uL 50 M 
PEG 3350 
100.0 uL 1 M 
MES pH=6.5 
100.0 uL 1 M 
natrijev citrat 
50.00 uL 0.2 M 
prometazin 
410.00 uL H2O 

D4 
340 uL 50 M 
PEG 3350 
100.0 uL 1 M 
MES pH=6.5 
100.0 uL 1 M 
natrijev citrat 
50.00 uL 0.2 M 
labetalol 
410.00 uL H2O 

E4 
340 uL 50 M 
PEG 3350 
100.0 uL 1 M 
MES pH=6.5 
100.0 uL 1 M 
natrijev citrat 
50.00 uL 0.2 M 
propranolol-HCl 
410.00 uL H2O 

F4 
340 uL 50 M 
PEG 3350 
100.0 uL 1 M 
MES pH=6.5 
100.0 uL 1 M 
natrijev citrat 
50.00 uL 0.2 M 
propranolol 
410.00 uL H2O 
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Slika 15�����3�R�V�W�X�S�D�N���N�U�L�V�W�D�O�L�]�D�F�L�M�H���P�H�W�R�G�R�P���G�L�I�X�]�L�M�H���S�D�U�D���Y�L�V�H�ü�H���N�D�S�L�� 

 

�1�D�N�R�Q�� �ã�W�R�� �V�X�� �Q�D�� �V�Y�D�� �V�W�D�N�D�O�F�D�� �S�R�V�W�D�Y�O�M�H�Q�H�� �N�D�S�L���R�W�R�S�L�Q�H�� �S�U�R�W�H�L�Q�D�� �L�� �R�W�R�S�L�Q�H�� �L�]�� �R�G�J�R�Y�D�U�D�M�X�ü�H�J��

�V�S�U�H�P�Q�L�N�D�����V�W�D�N�D�O�F�D���V�X���S�R�V�W�D�Y�O�M�H�Q�D���Q�D�G���R�G�J�R�Y�D�U�D�M�X�ü�L���V�S�U�H�P�Q�L�N���W�H���V�X���K�H�U�P�H�W�L�þ�N�L���]�D�W�Y�R�U�H�Q�L, slika 

15. Pod mikroskopom se zatim provjerilo je �O�L�� �P�R�å�G�D���N�U�L�V�W�D�O�L�]�D�F�L�M�D���Y�H�ü���]�D�S�R�þ�H�W�D���X pojedinim 

kapljicama (tablica 5). 
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Tablica 4�����2�S�D�å�D�Q�M�D���Q�H�S�R�V�U�H�G�Q�R���Q�D�N�R�Q���S�R�V�W�D�Y�O�M�H�Q�H���N�U�L�V�W�D�O�L�]�D�F�L�M�H 

A1 �± �]�D�P�X�ü�H�Q�D��

otopina 

B1 �± �]�D�P�X�ü�H�Q�D��

otopina  

C1 �± �P�M�H�K�X�U�L�ü�L��

zraka nalaze se u 

kapljici, po 

�R�E�R�G�X�� �V�H�� �S�R�þ�H�O�D��

stvarati korica 

D1 �± �]�D�P�X�ü�H�Q�D��

otopina 

E1 �± �]�D�P�X�ü�H�Q�D��

otopina 

F1 �± �]�D�P�X�üena 

otopina 

A2 �± �]�D�P�X�ü�H�Q�D��

otopina 

B2 �± �]�D�P�X�ü�H�Q�D��

otopina 

C2 �± vidljivo je 

�R�Q�H�þ�L�ã�ü�H�Q�M�H��

kapljice 

D2 �± vidi se 

grudica 

labetalola u 

otopini 

E2 �± �]�D�P�X�ü�H�Q�D��

otopina 

F2 �± �]�D�P�X�ü�H�Q�D��

otopina 

A3 �± bistra 

otopina 

B3 �± �]�D�P�X�ü�H�Q�D��

otopina 

C3 �± u kapljici se 

nalazi velik broj 

�P�M�H�K�X�U�L�ü�D���]�U�D�N�D 

D3 �± vidi se 

grudica 

labetalola u 

otopini 

E3 �± �]�D�P�X�ü�H�Q�D��

otopina 

F3 �± bistra 

otopina 

A4 �± �]�D�P�X�ü�H�Q�D��

otopina 

B4 �± bistra 

otopina 

C4 �± �]�D�P�X�ü�H�Q�D��

otopina 

D4 �± vidi se 

grudica 

labetalola u 

otopini 

E4 �± �]�D�P�X�ü�H�Q�D��

otopina 

F4 �± �]�D�P�X�ü�H�Q�D��

otopina 

 

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

14 dana.
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§ 4. REZULTATI I RASPRAVA  

�1�D�N�R�Q���������G�D�Q�D���N�U�L�V�W�D�O�L�]�D�F�L�M�V�N�L���V�S�U�H�P�Q�L�N���S�R�V�W�D�Y�O�M�H�Q���M�H���S�R�G���P�L�N�U�R�V�N�R�S���W�H���V�X���]�D�E�L�O�M�H�å�H�Q�H��

oznake spremnika gdje su nastali kristali. �'�R�E�L�Y�H�Q�L���V�X���V�O�M�H�G�H�ü�L���U�H�]�X�O�W�D�W�L���X���N�R�M�L�P���M�H���Y�L�G�O�M�L�Y�R���G�D��

su u spremniku A1, slika 16, u kojem se odvijala kristalizacija apotransferina s dekstrodopom 

nastali �V�L�W�Q�L�� �N�U�L�V�W�D�O�L�ü�L�� �S�U�R�W�H�L�Q�V�N�R�J�� �N�R�P�S�O�H�N�V�D���� �'�R�E�L�Y�H�Q�L�� �N�U�L�V�W�D�O�L�ü�L�� �S�U�H�V�L�W�Q�L�� �V�X�� �]�D�� �G�D�O�M�Q�M�H��

ispitivanje odnosno difrakciju rentgenskih zraka. U ostalim spremnicima A2, A3 i A4, a u 

�N�R�M�L�P�D�� �M�H���W�D�N�R�ÿ�H�U���E�L�O�D���R�W�R�S�L�Q�D���G�H�N�V�W�U�R�G�R�S�H���G�R�ã�O�R���M�H���G�R���N�U�L�V�W�D�O�L�]�D�F�L�M�H�����D�O�L�� �Q�H�� �P�R�Q�R�N�U�L�V�W�D�O�D�� �Y�H�ü��

�V�U�D�V�O�D�F�D���N�R�M�L���W�D�N�R�ÿ�H�U���Q�L�V�X���E�L�O�L���S�R�J�R�G�Q�L���]�D���G�D�O�M�Q�M�H���L�V�S�L�W�L�Y�D�Q�M�H�� 

 

 

Slika 16. Nastali kr�L�V�W�D�O�L�ü�L���D�S�R�W�U�D�Q�V�I�H�U�L�Q�D���V���'-dopom u spremniku A1 

 

U spremnicima C1, C2 i C3, gdje se odvijala kristalizacija apotransferina s 

�S�U�R�P�H�W�D�]�L�Q�R�P�����Q�D�V�W�D�O�L���V�X���N�U�L�V�W�D�O�L�ü�L�����V�U�D�V�O�D�F�L�����Q�H�S�R�J�R�G�Q�L���]�D���G�D�O�M�Q�M�H���L�V�S�L�W�L�Y�D�Q�M�H�����6�O�L�N�D����7 prikazuje 

�Q�D�V�W�D�O�H���N�U�L�V�W�D�O�L�ü�H���X���V�S�U�H�P�Q�L�N�X �&�������8���V�S�U�H�P�Q�L�N�X���&�����Q�L�M�H���G�R�ã�O�R���G�R���V�W�Y�D�U�D�Q�M�D���N�U�L�V�W�D�O�D�� 

  



§ 4. Rezultati i rasprava 33 

Tea Domin Diplomski rad 
 

 

Slika 17���� �� �6�U�D�V�O�D�F�L�� �D�S�R�W�U�D�Q�V�I�H�U�L�Q�D�� �L�� �S�U�R�P�H�W�D�]�L�Q�D�� �L�]�� �N�U�L�V�W�D�O�L�]�D�F�L�M�V�N�R�J�� �V�S�U�H�P�Q�L�N�D�� �R�]�Q�D�þ�H�Q�R�J�� �V��

oznakom C3 

 

 Slika 18 prikazuje nastali monokristal apotransferina i propranolol hidroklorida iz 

spremnika E4. Dobiveni monokristal nije pogodne kvalitete za daljnje ispitivanje niti 

�S�R�G�Y�U�J�D�Y�D�Q�M�H�� �U�H�Q�W�J�H�Q�V�N�R�M�� �V�W�U�X�N�W�X�U�Q�R�M�� �D�Q�D�O�L�]�L�� �M�H�U�� �N�D�R�� �ã�W�R�� �V�H�� �L�� �Y�L�G�L�� �V�D�� �V�O�L�N�H���� �P�R�Q�R�N�U�L�V�W�D�O�� �M�H��

napuknuo. U ostalim spremnicima u kojima se nalazio propranolol hidroklorid i apotransferin 

�Q�L�M�H���G�R�ã�O�R���G�R���N�U�L�V�W�D�O�L�]�D�F�L�M�H�� 

 

 

Slika 18. Monokristal apotransferina i propranolol-HCl-a nastalog u kristalizacijskom 

spremniku E4 



§ 4. Rezultati i rasprava 34 

Tea Domin Diplomski rad 
 

 

Slika 19�����.�U�L�V�W�D�O�L���D�S�R�W�U�D�Q�V�I�H�L�Q�D���L���S�U�R�S�U�D�Q�R�O�R�O�D���Q�D�V�W�D�O�L���X���V�S�U�H�P�Q�L�N�X���R�]�Q�D�þ�H�Q�L�P���N�D�R���)�� 

 

�8���V�W�X�S�F�X���R�]�Q�D�þ�H�Q�Rm slovom F postavljeni su uvjeti kristalizacije apotransferina i propranolola. 

Na slici 19 �S�U�L�N�D�]�D�Q�L�� �V�X�� �Q�D�V�W�D�O�L�� �P�R�Q�R�N�U�L�V�W�D�O�L���� �G�Y�D�� �P�D�Q�M�D�� �S�U�D�Y�L�O�Q�R�J�� �R�E�O�L�N�D�� �W�H�� �M�H�G�D�Q�� �Y�H�ü�L��

nepravilnog oblika. U istoj kapljici nastalo je i nekoliko sitnijih nakupina sraslaca. Na slici 20 

prik�D�]�D�Q�L���V�X���Q�D�V�W�D�O�L���N�U�L�V�W�D�O�L���X���V�S�U�H�P�Q�L�N�X���N�U�L�V�W�D�O�L�U�N�H���R�]�Q�D�þ�H�Q�H���R�]�Q�D�N�R�P���)�������1�D�V�W�D�R���M�H���M�H�G�D�Q���Y�H�ü�L��

�P�R�Q�R�N�U�L�V�W�D�O���S�U�D�Y�L�O�Q�L�M�H�J���R�E�O�L�N�D���W�H���M�H�G�D�Q���P�D�Q�M�L���Q�H�S�U�D�Y�L�O�Q�R�J���R�E�O�L�N�D�����8���G�U�X�J�D���G�Y�D���V�S�U�H�P�Q�L�N�D���S�O�R�þ�H��

�R�]�Q�D�þ�H�Q�L�K���N�D�R���)�����L���)�����Q�D�V�W�D�O�L���V�X���V�U�D�V�O�D�F�L�� 

 

 

Slika 20. Kristali apotr�D�Q�V�I�H�U�L�Q�D���L���S�U�R�S�U�D�Q�R�O�R�O�D���X���V�S�U�H�P�Q�L�N�X���R�]�Q�D�þ�H�Q�R�P���V���R�]�Q�D�N�R�P���)�� 
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Slika 21. Monokristal apotransferina i L-�G�R�S�H���Q�D�V�W�D�O�R�J���X���V�S�U�H�P�Q�L�N�X���R�]�Q�D�þ�H�Q�R�P���V���R�]�Q�D�N�R�P���%�� 

 

Slika 21 prikazuje monokristal apotransferina i levodope. Nastali monokristal dobre je kvalitete 

�L�� �P�R�å�H se podvrgnuti rentgenskoj strukturnoj analizi. U spremniku s oznakom B2 nastali su 

sraslaci, dok su otopine u spremnicima B2 i B4 bile crno obojene. 

 

�8���V�S�U�H�P�Q�L�F�L�P�D���V���O�D�E�H�W�D�O�R�O�R�P�����R�]�Q�D�þ�H�Q�R���R�]�Q�D�N�D�P�D���R�G���'�����G�R���'�������Q�L�M�H���G�R�ã�O�R���G�R���N�U�L�V�W�D�O�L�]�D�F�L�M�H���� 
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§ 5. �=�$�.�/�-�8�ý�$�.  

U ovom diplomskom radu opisan je postupak kristalizacije derivata apotransferina s 

malim kiralnim molekulama: L-dopom, D-dopom, prometazinom, labetalolom, propranololom 

i propranolol-HCl-om. Uzorak derivata apotransferina otopljen je u redestiliranoj vodi kako bi 

se dobila 0,2 M otopina (topljivost apotransferina iznosi 50 mg/ml). Pripremljene su i 0,2 M 

�R�W�R�S�L�Q�H���P�D�O�L�K���N�L�U�D�O�Q�L�K���P�R�O�H�N�X�O�D���R�W�D�S�D�Q�M�H�P���X���U�H�G�H�V�W�L�O�L�U�D�Q�R�M���Y�R�G�L�����R�G�Q�R�V�Q�R���X���V�O�X�þ�D�M�X���/-dopa, D-

�G�R�S�D���R�W�D�S�D�Q�M�H�� �M�H�� �L�]�Y�U�ã�H�Q�R�� �X�� �U�H�G�H�V�W�L�O�L�U�D�Q�R�M�� �Y�R�G�L�� �X�]�� �G�R�G�D�W�D�N�� �N�R�Q�F�� HCl. Pripremljena je i 1 M 

�R�W�R�S�L�Q�D���S�X�I�H�U�D���Q�D�W�U�L�M�H�Y�R�J���F�L�W�U�D�W�D�����8���S�R�V�W�X�S�N�X���N�U�L�V�W�D�O�L�]�D�F�L�M�H���N�R�U�L�V�W�L�O�H���V�X���V�H���M�R�ã���L�������������3�(�*������������

i 1 M otopina MES-a pH=6.5.  

�=�D�� �N�U�L�V�W�D�O�L�]�D�F�L�M�X�� �V�H�� �N�R�U�L�V�W�L�O�D�� �P�H�W�R�G�D�� �G�L�I�X�]�L�M�H�� �S�D�U�D�� �W�R�þ�Q�L�M�H�� �P�H�W�R�G�D�� �N�U�L�V�W�D�O�L�]�D�F�L�M�H�� �Y�L�V�H�ü�H��

kapi i to na �Q�D�þ�L�Q���G�D���V�H���Q�D���V�L�O�L�N�R�Q�L�]�L�U�D�Q�R���V�W�D�N�D�O�F�H���V�W�D�Y�L�O�D���N�D�S���Y�R�O�X�P�H�Q�D���������O���W�H���V�H���G�R�G�D�O�D���N�D�S����

�S�U�H�F�L�S�L�W�D�F�L�M�V�N�H���R�W�R�S�L�Q�H���Y�R�O�X�P�H�Q�D�������������O�����6�L�O�L�N�R�Q�L�]�L�U�D�Q�R���V�W�D�N�D�O�F�H���S�R�V�W�D�Y�O�M�H�Q�R���M�H���L�]�Q�D�G���V�S�U�H�P�Q�L�N�D��

�V�� �S�U�H�F�L�S�L�W�D�F�L�M�V�N�R�P�� �R�W�R�S�L�Q�R�P���� �7�D�N�R�� �S�U�L�S�U�H�P�O�M�H�Q�D�� �N�U�L�V�W�D�O�L�]�D�F�L�M�V�N�D�� �S�O�R�þ�D�� �V�W�D�Y�O�M�Hna je na 

�W�H�P�S�H�U�D�W�X�U�X�� �R�G�� ������ �ƒ�&���� �1�D�N�R�Q�� ������ �G�D�Q�D�� �S�U�R�Y�M�H�U�R�P�� �N�U�L�V�W�D�O�L�]�D�F�L�M�V�N�H�� �S�O�R�þ�H�� �S�R�G mikroskopom 

�X�W�Y�U�ÿ�H�Q�R�� �M�H�� �G�D�� �V�X��iz otopine s D-dopom nastali sraslaci i mikrokristali, s otopinom u koju je 

dodana L-dopa u jednom od spremnika nastao monokristal (precipitacijska otopina spremnika 

�V�D�G�U�å�D�Y�D�O�D���M�H���������������O�������������3�(�*�������������������������O�������0���0�(�6���S�+� ���������������������O�������0���Q�D�W�U�L�M�H�Y���F�L�W�U�D�W����������

���O���R�W�R�S�L�Q�H���/-�G�R�S�D���L�������������O���U�H�G�H�V�W�L�O�L�U�D�Q�H���Y�R�G�H�������X���M�H�G�Q�R�P���V�S�U�H�P�Q�L�N�X���Q�D�V�W�D�O�L���V�X���V�U�D�V�O�D�F�L�����D���G�U�X�J�D��

dva spremnika u kojima se nalazila levodopa bila su 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 labetalol nisu nastali niti sraslaci ni monokristal. Kristalizacijom apotransferina 

i propranolol-hidroklorida u tri spremnika nastali su sraslaci, dok su u jednom spremniku nastali 

monokristali, no bili su premaleni za daljnju obradu. U dva spremnika s propranololom nastali 

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 i propranolol hidrokloridom isti moraju biti podvrgnuti 
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rentgenskoj strukturnoj analizi odnosno nekom drugom postupku, a koji bi nam dao podatke o 

�W�R�þ�Q�R�P���V�D�V�W�D�Y�X���Q�D�V�W�D�O�L�K���N�U�L�V�W�D�O�D�� 

�2�Y�L�P���U�D�G�R�P���S�R�N�D�]�D�Q�R���M�H���G�D���Q�D���Q�D�V�W�D�Q�D�N���N�U�L�V�W�D�O�D���R�G�Q�R�V�Q�R���N�U�L�V�W�D�O�L�]�D�F�L�M�X���X�W�M�H�þe velik broj 

�U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K�� �X�W�M�H�F�D�M�D, od kojih su neki���� �þ�L�V�W�R�ü�D�� �L�� �N�R�O�L�þ�L�Q�D�� �S�R�O�D�]�Q�L�K�� �V�X�S�V�W�D�Q�F�L���� �W�H�P�S�H�U�D�W�X�U�D���� �S�+����

koncentracija precipitacijske otopine. Iako sam postupak izgleda jednostavno, kristalizacija je 

uistinu �V�O�R�å�H�Q���S�U�R�F�H�V���X���N�R�M�H�P, �X�N�R�O�L�N�R���å�H�O�L�P�R���G�R�E�L�W�L kristal pogodne kvalitete za daljnju obradu, 

�P�R�U�D�P�R���S�U�L�S�D�]�L�W�L���Q�D���Y�H�O�L�N���E�U�R�M���X�Y�M�H�W�D���N�R�M�L���V�X���þ�H�V�W�R���]�D�Y�L�V�Q�L���L���L�O�L���Q�H�]�D�Y�L�V�Q�L���M�H�G�Q�L���R���G�U�X�J�L�P�D�� 

�.�D�N�R�� �M�H�� �X�� �Q�H�N�L�P�� �R�G�� �V�S�U�H�P�Q�L�N�D�� �G�R�ã�O�R�� �G�R�� �N�U�L�V�W�D�O�L�]�D�F�L�M�H�� �L�� �G�R�� �V�W�Y�D�U�D�Q�M�D�� �P�R�Q�R�N�U�L�V�W�D�O�D��

�G�R�E�L�Y�H�Q�L�� �U�H�]�X�O�W�D�W�L�� �N�R�U�L�V�W�L�W�L�� �ü�H�� �X�� �G�D�O�M�Q�M�L�P�� �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�L�P�D�� �R�� �Q�D�þ�L�Q�X�� �Y�H�]�D�Q�M�D�� �P�D�O�L�K�� �N�L�U�D�O�Q�L�K��

molekula na apotransferin. 
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§ 6. POPIS OZNAKA, KRATIC A I SIMBOL A  

apoTf �± apotransferin 

oTf �± ovotransferin 

sTf �± serumski transferin 

lTf �± laktotransferin 

PEG �± polietilen glikol 

HEPES - [4-(2-hidroksietil)-1-piperazinil ]etansulfonska kiselina 

MES - 2-(N-morfolino)etansulfonska kiselina 
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§ 8. DODATAK  

�8���'�R�G�D�W�N�X���V�X���Q�D�Y�H�G�H�Q�H���M�R�ã���Q�H�N�H���P�R�J�X�ü�H���V�K�H�P�H���N�U�L�V�W�D�O�L�]�D�F�L�M�H���G�H�U�L�Y�D�W�D���D�S�R�W�U�D�Q�V�I�Hrina malim 
�N�L�U�D�O�Q�L�P���P�R�O�H�N�X�O�D�P�D���N�R�U�L�ã�W�H�Q�M�H�P���U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D���S�R�O�D�]�Q�L�K���V�X�S�V�W�D�Q�F�L 
 
 
Tablica D1. Shema postavljanja kristalizacije uz pripremu 0,01 M otopina malih kiralnih 
molekula (samo koncentracije supstancija) 
 

17 M PEG 3350 
0.1 M MES 
pH=6.5 
0.1 M natrijev 
citrat 
0.01 M D-dopa 

17 M PEG 3350 
0.1 M MES 
pH=6.5 
0.1 M natrijev 
citrat 
0.01 M L-dopa 

17 M PEG 3350 
0.1 M MES 
pH=6.5 
0.1 M natrijev 
citrat 
0.01 M 
prometazin 

17 M PEG 3350 
0.1 M MES 
pH=6.5 
0.1 M natrijev 
citrat 
0.01 M labetalol 

17 M PEG 3350 
0.1 M MES 
pH=6.5 
0.1 M natrijev 
citrat 
0.01 M 
propranolol-HCl 

17 M PEG 3350 
0.1 M MES 
pH=6.5 
0.1 M natrijev 
citrat 
0.01 M 
propranolol 

17 M PEG 3350 
0.1 M MES 
pH=6.5 
0.1 M natrijev 
citrat 
0.01 M D-dopa 

17 M PEG 3350 
0.1 M MES 
pH=6.5 
0.1 M natrijev 
citrat 
0.01 M L-dopa 

17 M PEG 3350 
0.1 M MES 
pH=6.5 
0.1 M natrijev 
citrat 
0.01 M 
prometazin 

17 M PEG 3350 
0.1 M MES 
pH=6.5 
0.1 M natrijev 
citrat 
0.01 M labetalol 

17 M PEG 3350 
0.1 M MES 
pH=6.5 
0.1 M natrijev 
citrat 
0.01 M 
propranolol-HCl 

17 M PEG 3350 
0.1 M MES 
pH=6.5 
0.1 M natrijev 
citrat 
0.01 M 
propranolol 

17 M PEG 3350 
0.1 M MES 
pH=6.5 
0.1 M natrijev 
citrat 
0.01 M D-dopa 

17 M PEG 3350 
0.1 M MES 
pH=6.5 
0.1 M natrijev 
citrat 
0.01 M L-dopa 

17 M PEG 3350 
0.1 M MES 
pH=6.5 
0.1 M natrijev 
citrat 
0.01 M 
prometazin 

17 M PEG 3350 
0.1 M MES 
pH=6.5 
0.1 M natrijev 
citrat 
0.01 M labetalol 

17 M PEG 3350 
0.1 M MES 
pH=6.5 
0.1 M natrijev 
citrat 
0.01 M 
propranolol-HCl 

17 M PEG 3350 
0.1 M MES 
pH=6.5 
0.1 M natrijev 
citrat 
0.01 M 
propranolol 

17 M PEG 3350 
0.1 M MES 
pH=6.5 
0.1 M natrijev 
citrat 
0.01 M D-dopa 

17 M PEG 3350 
0.1 M MES 
pH=6.5 
0.1 M natrijev 
citrat 
0.01 M L-dopa 

17 M PEG 335 
00.1 M MES 
pH=6.5 
0.1 M natrijev 
citrat 
0.01 M 
prometazin 

17 M PEG 3350 
0.1 M MES 
pH=6.5 
0.1 M natrijev 
citrat 
0.01 M labetalol 

17 M PEG 3350 
0.1 M MES 
pH=6.5 
0.1 M natrijev 
citrat 
0.01 M 
propranolol-HCl 

17 M PEG 3350 
0.1 M MES 
pH=6.5 
0.1 M natrijev 
citrat 
0.01 M 
propranolol 
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Tablica D2. Shema postavljanja kristalizacije uz pripremu 0,1 M otopina malih kiralnih 
molekula  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

180 uL 50 % 
PEG 3350 
150.0 uL 1 M 
natrijev citrat 
100.00 uL 0.1 M 
L-dopa 
 
70.00 uL H2O 

180 uL 50 % 
PEG 3350 
150.0 uL 1 M 
natrijev citrat 
100.00 uL 0.1 M 
D-dopa 
 
70.00 uL H2O 

180 uL 50 % 
PEG 3350 
150.0 uL 1 M 
natrijev citrat 
100.00 uL 0.1 M 
prometazin 
 
70.00 uL H2O 

180 uL 50 % 
PEG 3350 
150.0 uL 1 M 
natrijev citrat 
100.00 uL 0.1 M 
labetalol 
 
70.00 uL H2O 

180 uL 50 % 
PEG 3350 
150.0 uL 1 M 
natrijev citrat 
100.00 uL 0.1 M 
propranolol 
 
70.00 uL H2O 

180 uL 50 % 
PEG 3350 
150.0 uL 1 M 
natrijev citrat 
100.00 uL 0.1 M 
propranolol-HCl 
 
70.00 uL H2O 

180 uL 50 % 
PEG 3350 
150.0 uL 1 M 
natrijev citrat 
100.00 uL 0.1 M 
L-dopa 
 
70.00 uL H2O 

180 uL 50 % 
PEG 3350 
150.0 uL 1 M 
natrijev citrat 
100.00 uL 0.1 M 
D-dopa 
 
70.00 uL H2O 

180 uL 50 % 
PEG 3350 
150.0 uL 1 M 
natrijev citrat 
100.00 uL 0.1 M 
prometazin 
 
70.00 uL H2O 

180 uL 50 % 
PEG 3350 
150.0 uL 1 M 
natrijev citrat 
100.00 uL 0.1 M 
labetalol 
 
70.00 uL H2O 

180 uL 50 % 
PEG 3350 
150.0 uL 1 M 
natrijev citrat 
100.00 uL 0.1 M 
propranolol 
 
70.00 uL H2O 

180 uL 50 % 
PEG 3350 
150.0 uL 1 M 
natrijev citrat 
100.00 uL 0.1 M 
propranolol-HCl 
 
70.00 uL H2O 

180 uL 50 % 
PEG 3350 
150.0 uL 1 M 
natrijev citrat 
100.00 uL 0.1 M 
L-dopa 
 
70.00 uL H2O 

180 uL 50 % 
PEG 3350 
150.0 uL 1 M 
natrijev citrat 
100.00 uL 0.1 M 
D-dopa 
 
70.00 uL H2O 

180 uL 50 % 
PEG 3350 
150.0 uL 1 M 
natrijev citrat 
100.00 uL 0.1 M 
prometazin 
 
70.00 uL H2O 

180 uL 50 % 
PEG 3350 
150.0 uL 1 M 
natrijev citrat 
100.00 uL 0.1 M 
labetalol 
 
70.00 uL H2O 

180 uL 50 % 
PEG 3350 
150.0 uL 1 M 
natrijev citrat 
100.00 uL 0.1 M 
propranolol 
 
70.00 uL H2O 

180 uL 50 % 
PEG 3350 
150.0 uL 1 M 
natrijev citrat 
100.00 uL 0.1 M 
propranolol-HCl 
 
70.00 uL H2O 

180 uL 50 % 
PEG 3350 
150.0 uL 1 M 
natrijev citrat 
100.00 uL 0.1 M 
L-dopa 
 
70.00 uL H2O 

180 uL 50 % 
PEG 3350 
150.0 uL 1 M 
natrijev citrat 
100.00 uL 0.1 M 
D-dopa 
 
70.00 uL H2O 

180 uL 50 % 
PEG 3350 
150.0 uL 1 M 
natrijev citrat 
100.00 uL 0.1 M 
prometazin 
 
70.00 uL H2O 

180 uL 50 % 
PEG 3350 
150.0 uL 1 M 
natrijev citrat 
100.00 uL 0.1 M 
labetalol 
 
70.00 uL H2O 

180 uL 50 % 
PEG 3350 
150.0 uL 1 M 
natrijev citrat 
100.00 uL 0.1 M 
propranolol 
 
70.00 uL H2O 

180 uL 50 % 
PEG 3350 
150.0 uL 1 M 
natrijev citrat 
100.00 uL 0.1 M 
propranolol-HCl 
 
70.00 uL H2O 
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Tablica D3. Shema postavljanja kristalizacije uz pripremu 0,2 M otopina malih kiralnih 
molekula 
 

340 uL 50 M 
PEG 3350 
100.0 uL 1 M 
MES pH=6.5 
100.0 uL 1 M 
natrijev citrat 
250.00 uL 0.2 M 
D-dopa 
 
210.00 uL H2O 

340 uL 50 M 
PEG 3350 
100.0 uL 1 M 
MES pH=6.5 
100.0 uL 1 M 
natrijev citrat 
250.00 uL 0.2 M 
L-dopa 
 
210.00 uL H2O 

340 uL 50 M 
PEG 3350 
100.0 uL 1 M 
MES pH=6.5 
100.0 uL 1 M 
natrijev citrat 
250.00 uL 0.2 M 
prometazin 
 
210.00 uL H2O 

340 uL 50 M 
PEG 3350 
100.0 uL 1 M 
MES pH=6.5 
100.0 uL 1 M 
natrijev citrat 
250.00 uL 0.2 M 
labetalol 
 
210.00 uL H2O 

340 uL 50 M 
PEG 3350 
100.0 uL 1 M 
MES pH=6.5 
100.0 uL 1 M 
natrijev citrat 
250.00 uL 0.2 M 
propranolol-HCl 
 
210.00 uL H2O 

340 uL 50 M 
PEG 3350 
100.0 uL 1 M 
MES pH=6.5 
100.0 uL 1 M 
natrijev citrat 
250.00 uL 0.2 M 
propranolol 
 
210.00 uL H2O 

340 uL 50 M 
PEG 3350 
100.0 uL 1 M 
MES pH=6.5 
100.0 uL 1 M 
natrijev citrat 
250.00 uL 0.2 M 
D-dopa 
 
210.00 uL H2O 

340 uL 50 M 
PEG 3350 
100.0 uL 1 M 
MES pH=6.5 
100.0 uL 1 M 
natrijev citrat 
250.00 uL 0.2 M 
L-dopa 
 
210.00 uL H2O 

340 uL 50 M 
PEG 3350 
100.0 uL 1 M 
MES pH=6.5 
100.0 uL 1 M 
Natrijev citrat 
250.00 uL 0.2 M 
prometazin 
 
210.00 uL H2O 

340 uL 50 M 
PEG 3350 
100.0 uL 1 M 
MES pH=6.5 
100.0 uL 1 M 
Natrijev citrat 
250.00 uL 0.2 M 
labetalol 
 
210.00 uL H2O 

340 uL 50 M 
PEG 3350 
100.0 uL 1 M 
MES pH=6.5 
100.0 uL 1 M 
Natrijev citrat 
250.00 uL 0.2 M 
Propranolol-HCl 
 
210.00 uL H2O 

340 uL 50 M 
PEG 3350 
100.0 uL 1 M 
MES pH=6.5 
100.0 uL 1 M 
Natrijev citrat 
250.00 uL 0.2 M 
propranolol 
 
210.00 uL H2O 

340 uL 50 M 
PEG 3350 
100.0 uL 1 M 
MES pH=6.5 
100.0 uL 1 M 
natrijev citrat 
250.00 uL 0.2 M 
D-dopa 
 
210.00 uL H2O 

340 uL 50 M 
PEG 3350 
100.0 uL 1 M 
MES pH=6.5 
100.0 uL 1 M 
natrijev citrat 
250.00 uL 0.2 M 
L-dopa 
 
210.00 uL H2O 

340 uL 50 M 
PEG 3350 
100.0 uL 1 M 
MES pH=6.5 
100.0 uL 1 M 
natrijev citrat 
250.00 uL 0.2 M 
prometazin 
 
210.00 uL H2O 

340 uL 50 M 
PEG 3350 
100.0 uL 1 M 
MES pH=6.5 
100.0 uL 1 M 
natrijev citrat 
250.00 uL 0.2 M 
labetalol 
 
210.00 uL H2O 

340 uL 50 M 
PEG 3350 
100.0 uL 1 M 
MES pH=6.5 
100.0 uL 1 M 
natrijev citrat 
250.00 uL 0.2 M 
propranolol-HCl 
 
210.00 uL H2O 

340 uL 50 M 
PEG 3350 
100.0 uL 1 M 
MES pH=6.5 
100.0 uL 1 M 
natrijev citrat 
250.00 uL 0.2 M 
propranolol 
 
210.00 uL H2O 

340 uL 50 M 
PEG 3350 
100.0 uL 1 M 
MES pH=6.5 
100.0 uL 1 M 
natrijev citrat 
250.00 uL 0.2 M 
D-dopa 
 
210.00 uL H2O 

340 uL 50 M 
PEG 3350 
100.0 uL 1 M 
MES pH=6.5 
100.0 uL 1 M 
natrijev citrat 
250.00 uL 0.2 M 
L-dopa 
 
210.00 uL H2O 

340 uL 50 M 
PEG 3350 
100.0 uL 1 M 
MES pH=6.5 
100.0 uL 1 M 
Natrijev citrat 
250.00 uL 0.2 M 
prometazin 
 
210.00 uL H2O 

340 uL 50 M 
PEG 3350 
100.0 uL 1 M 
MES pH=6.5 
100.0 uL 1 M 
natrijev citrat 
250.00 uL 0.2 M 
labetalol 
 
210.00 uL H2O 

340 uL 50 M 
PEG 3350 
100.0 uL 1 M 
MES pH=6.5 
100.0 uL 1 M 
natrijev citrat 
250.00 uL 0.2 M 
propranolol-HCl 
 
210.00 uL H2O 

340 uL 50 M 
PEG 3350 
100.0 uL 1 M 
MES pH=6.5 
100.0 uL 1 M 
Natrijev citrat 
250.00 uL 0.2 M 
propranolol 
 
210.00 uL H2O 
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§ 9. �ä�,�9�2�7�2�3�,�6 

Osobni podatci 

Ime i prezime: Tea Domin 

�'�D�W�X�P���U�R�ÿ�H�Q�M�D: 12.07.1978. 

�0�M�H�V�W�R���U�R�ÿ�H�Q�M�D�� Zagreb 

 

Obrazovanje 

1984 - 1992 �2�V�Q�R�Y�Q�D���ã�N�R�O�D��Rude, Rude 

1992 - 1996  XVI. Gimnazija, Zagreb 

1996 -  2019 Prirodoslovno-�P�D�W�H�P�D�W�L�þ�N�L�� �I�D�N�X�O�W�H�W�� �6�Y�H�X�þ�L�O�L�ã�W�D�� �X�� �=�D�J�U�H�E�X, kemijski 

odsjek, smjer: �G�L�S�O�����L�Q�å�H�Q�M�H�U���N�H�P�L�M�H 

 

�$�N�W�L�Y�Q�R���V�H���V�O�X�å�L�P���X���J�R�Y�R�U�X���L���S�L�V�P�X���Q�M�H�P�D�þ�N�L�P�����H�Q�J�O�H�V�N�L�P���L���I�U�D�Q�F�X�V�N�L�P���M�H�]�L�N�R�P���W�H���K�U�Y�D�W�V�N�L�P��

znakovnim jezikom. 

Zaposlena sam u Hrvatskom savezu gluhih i nagluhih. 
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