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Kristalizacijom inzulina s metalnim ionima (bakar(Il), nikal(Il) i kobalt(Il)) u prisustvu
razli¢itih koncentracija halogenidnih iona (Cl~, Br~ 1 I") dobiveno je 28 razlic¢itih jedini¢nih
kristala koji su analizirani rendgenskom difrakcijom. RijeSene su kristalne strukture triju
derivata inzulina. Niklov(II) derivat inzulina kristaliziran u prisustvu bromidnih iona (¢ = 0,898
mol dm™?) kristalizira u prostornoj grupi 432 s jednim monomerom inzulina u asimetri¢noj
jedinici dok u prisustvu niZe koncentracije bromidnih iona (¢ = 0,148 mol dm™>) kristalizira u
prostornoj grupi H3 s jednim dimerom inzulina u asimetri¢noj jedinici. Kobaltov(Il) derivat
inzulina kristaliziran u prisustvu kloridnih iona (¢ = 0,248 mol dm™) takoder kristalizira u
prostornoj grupi H3, ali s dva dimera inzulina u asimetri¢noj jedinici. U svim analiziranim
strukturama heksameri inzulina su Ts forme te sadrze dva metalna iona (Ni/Co) koordinirana s
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§ 1. Uvod 1

§1. UVOD

Svjetske procjene govore da 463 milijuna osoba u dobi od 20 do 79 godina zivi sa Se¢ernom
bolesc¢u. U Hrvatskoj je u2019. bilo preko 315 tisuc¢a osoba sa Se¢ernom bolesti, a broj oboljelih
povecéava se iz godine u godinu.! Kako je u terapiji Seéerne bolesti tipa I neophodan inzulin,
postoji veliko zanimanje znanstvene zajednice za taj vazan hormonski protein. Poznavanje
strukture novih derivata inzulina i njihovog djelovanja od velike je vaznosti u pronalazenju
novih metoda za kontroliranje raznih poremecaja razine glukoze u krvi.

Inzulin je polipeptidni hormon koji se sastoji od dvaju lanaca: A lanca koji sadrzi 21
aminokiselinu i B lanca koji sadrzi 30 aminokiselina. Molekula inzulina pokazuje tendenciju
stvaranja dimera u otopini zahvaljujuéi stvaranju vodikovih veza izmedu C-terminalnih
dijelova B lanaca. Uz prisustvo cinkovih iona dimeri inzulina se povezuju u puno stabilniji
heksamer koji sluzi kao skladisni inzulin, dok je bioloski aktivan kao monomer.? Pokazano je
da i drugi metalni ioni mogu tvoriti heksamere inzulina te da razli€iti kristalizacijski uvjeti vode
nastajanju triju razli¢itih formi heksamera inzulina Ts, T3R3 i Re. Pokazano je da se T forma
moze prirediti kristalizacijom pri niskoj koncentraciji kloridnih iona i uz odsustvo fenola i
njegovih derivata. T3R3 forma nastaje kristalizacijom iz medija u kojem je povecana
koncentracija kloridnih iona dok Re forma heksamera inzulina nastaje kristalizacijom uz
prisustvo fenola i fenolnih derivata.’=> Sve tri kristalne forme heksamera inzulina koriste se pri
formulaciji inzulinskih pripravaka u tretiranju dijabetesa tipa I.

Cilj ovog rada bio je odrediti kristalizacijske uvjete za dobivanje jedini¢nih kristala
novih derivata inzulina s razli¢itim metalnim ionima (bakar(Il), nikal(Il) 1 kobalt(Il)) u
prisustvu razli¢itih koncentracija halogenidnih iona (CI-, Br~, I7). Ispitan je utjecaj
koncentracije halogenidnih iona na nastajanje razli¢itih kristalnih formi derivata inzulina.
Kristalizacija se provodila metodom difuzije para u vise¢oj kapi pri 20 °C. U slucaju dobivanja
pogodnih jedini¢nih kristala za difrakcijski eksperiment, kristalografski podatci su sakupljeni
na sinkrotronu Elettra u Trstu. Nakon prikupljanja difrakcijskih podataka slijedilo je rjeSavanje
kristalnih struktura te njithovo utocnjavanje 1 usporedba sa sli¢nim poznatim strukturama u bazi

podataka proteinskih makromolekula, Protein Data Bank (PDB).®
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§ 2. Literaturni pregled 2

§ 2. LITERATURNI PREGLED

2.1. Inzulin

2.1.1. Opcenito o proteinima

Gradevne jedinice proteina su aminokiseline kojih u prirodi postoji mnogo, no nisu sve
proteinogene, odnosno ne grade sve proteine. Onih koje sudjeluju u nastajanju proteina ima 20
1 nazivaju se standardnim aminokiselinama. Uz ovakve aminokiseline postoje i nestandardne
koje nastaju ili sintetski ili u stanicama kao intermedijeri u metabolickim putevima, od kojih se
razlikuju u strukturi bocnog ogranka. Sve aminokiseline sadrze a-ugljikov atom na koji su
vezane amino skupina, karboksilna skupina te aminokiselinski bo¢ni ogranak. Uz gore
navedene skupine vezane na a-ugljikov atom, vezan je takoder i jedan vodik $to ugljikov atom
¢ini kiralnim centrom. Stereoizomeri koji mogu postojati kod aminokiselina su D i L, prema D,
L sustavu, no u prirodi su aminokiseline gotovo uvijek u svojoj L konfiguraciji dok se D
konfiguracija moze pronaci jedino kod nekih malih peptida u bakterijskim stani¢nim stijenkama
te kod nekih peptidnih antibiotika.> Glicin je jedina aminokiselina koja nema kiralni centar

(slika 1).

cl:i

H—C O

*H;3N c|:
H

Slika 1. Strukturna formula aminokiseline glicina u njezinom dipolarnom obliku (zwitterion) s

neto-nabojem nula kao primjer jedine aminokiseline koja nema kiralni centar.

Povezivanjem viSe aminokiselina u lanac nastaju peptidi i proteini. Aminokiseline se povezuju
na nac¢in da karboksilna skupina jedne aminokiseline reagira s amino skupinom druge
aminokiseline prilikom ¢ega nastaje peptidna veza. Dakle, ovako nastali polimeri mogu imati

samo nekoliko aminokiselinskih ostataka (peptidi) ili pak tisu¢e njih (proteini). Uz peptidnu

Boris Gomaz Diplomski rad



§ 2. Literaturni pregled 3

vezu, izmedu cisteinskih ostataka moze do¢i do stvaranja disulfidnih mostova, gdje se dva
sumporova atoma iz razli€itih cisteina kovalentno povezuju. Povezivanjem aminokiselina
dobiva se okosnica proteina koja se smata na razli¢ite nac¢ine ¢ime se dobivaju strukturno
razli¢iti elementi. Shodno tome, moze se napraviti strukturna klasifikacija proteina na cCetiri
razlidite razine:?
a) primarna struktura — polipeptidni lanac aminokiselina povezanih kovalentnom vezom
(peptidnom ili disulfidnom); aminokiselinska sekvenca,
b) sekundarna struktura — prostorni raspored aminokiselina koje se u aminokiselinskom
slijedu medusobno nalaze u blizini, npr. a-zavojnica, f-nabrana ploca, f-okret, £2-omca,
¢) tercijarna struktura — trodimenzijska struktura svih aminokiselina jednog polipeptidnog
lanca,
d) kvaterna struktura — prostorna organizacija podjedinica proteina, ako ih isti ima dvije ili

vise.

2.1.2. Peptidna veza

Peptidna veza kao S$to je ve¢ ranije navedeno, nastaje povezivanjem karboksilne skupine jedne
aminokiseline i amino skupine druge aminokiseline u reakciji kondenzacije. Biosinteza
peptidne veze odvija se na ribosomu prilikom translacije u strogo kontroliranim stani¢nim
uvjetima. Nastajanje peptidne veze u nestanicnim uvjetima takoder je slozen proces zbog
reaktivnosti mnogih bo¢nih ogranaka Sto zahtijeva razliite reagense kao zaStitne skupine.
Peptidna veza je rigidna i ima karakteristike dvostruke veze zbog Cega je grupa atoma oko
peptidne veze koplanarna kao $to se moze vidjeti na slici 2. Takoder se moze uociti kako duljina
veze C—N iznosi 1,32 A iz ega se zakljucuje kako je ova veza kraéa od jednostruke kovalentne
veze izmedu ugljika i dusika.’

Kut ¢ definira se kao rotacija kod Ca atoma za vezu N—Cq (torzijski kut C(1) — N(i) —
Ca(i) — C(i+1)) dok se kut y definira kao rotacija kod Ca atoma za vezu C—Cq (torzijski kut
(N(i-1) — C(1) — Ca(i) — N(1)) gdje su atomi N 1 C atomi iz peptidne veze, a 1 oznacava i-tu
aminokiselinu u polipeptidnom lancu. Oba od navedenih kutova imaju raspon od —180° do 180°
no mnogi od tih vrijednosti su zabranjene zbog sterickih interakcija polipeptidne okosnice i
aminokiselinskih bo¢nih ogranaka. Dopustene vrijednosti kutova ¢ 1 y graficki se prikazuju

ovisno$éu kuta y o kutu ¢ u Ramachandranovu dijagramu.?’

Boris Gomaz Diplomski rad



§ 2. Literaturni pregled 4

C-terminalni
| dio

e

N-terminalni
dio
g

N-Ca Ca—C C-N

Slika 2. Planarna grupa atoma oko peptidne veze u aminokiselinskom slijedu (preuzeto i

prilagodeno iz reference 2).

2.1.3. Opcenito o inzulinu

Istrazivanja vezana uz inzulin poc¢inju puno prije no sto se znalo §to je to inzulin, odakle se luci
ili $to to uzrokuje Se¢ernu bolest. Godine 1921. dr. F. Banting sa svojim je kolegama uspio
proizvesti ekstrakt gusterae koji je sadrzavao Langerhansove otocCi¢e, a time i inzulin.
Tretiranjem zivotinje oboljele od dijabetesa, takav ekstrakt pokazao se uspjeSnim u kontroli
razine glukoze u krvi. J. J. R. MacLeod godinu je kasnije uspjeSno reproducirao rezultate kod
ozbiljno oboljelog djecaka te je zajedno s dr. F. Bantingom 1923. zasluzeno dobio Nobelovu
nagradu.®

Nadalje, 1926. godine J. J. Abel prvi je uspjesno priredio kristale inzulina, a F. Sanger
je 1955. godine prvi uspjesno sekvencirao govedi inzulin. Sva gore navedena otkri¢a zasigurno
su pomogla pri otkrivanju trodimenzijskog rasporeda atoma inzulina u kristalu §to je ucinila D.
Hodgkin sa suradnicima 1969. godine odredivsi kristalnu strukturu svinjskog inzulina
rendgenskom strukturnom analizom pri rezoluciji od 2,8 A.3 D. A. Scott je uocio kako se u
kristalnom inzulinu ioni cinka mogu zamijeniti drugim ionima poput nikla, kobalta i kadmija.'”

Najvazniji ljudski hormon u regulaciji ugljikohidrata, inzulin, lu¢i se u krvotok nakon
konzumacije Sec¢erima bogatog obroka. Povecanje koncentracije glukoze u krvi uzrokuje njezin
unos u specijalizirane stanice gusSterace koje se nazivaju Langerhansovim otoCi¢ima. Iste se
sastoje od a-stanica, f-stanica i J-stanica te svake od njih imaju svoju ulogu u regulaciji
metabolickih puteva tako Sto luce polipeptidne hormone. Dakle, specifi¢no govoreci, glukoza
ulazi u f-stanice gusterace gdje se fosforilira te stani¢nim oksidacijskim procesima dovodi do
povecanja citosolne koncentracije ATP-a koji pak indirektno utjece na izbacivanje inzulina iz
stanica egzocitozom. Ovako izlucen inzulin stimulira unos glukoze u misi¢na i adipozna tkiva

te u jetri takoder aktivira glikogen-sintazu 1 inaktivira glikogen-fosforilazu §to se moZze vidjeti
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§ 2. Literaturni pregled 5

na slici 3. Uz sve procese koji se mogu vidjeti na slici 3, inzulin takoder stimulira pohranu viska
energije u tijelu u obliku masti.

Ovaj polipeptidni hormon sastoji se od dvaju lanaca: A lanca koji sadrzi 21
aminokiselinu 1 B lanca koji sadrzi 30 aminokiselina. Medusobno su ova dva lanca povezana

dvjema disulfinim vezama te se jo$ jedna disulfidna veza nalazi u lancu A.2

Visoka koncentracija
glukoze u krvi

TInzulin GLUT2?
tInzulin ovisna TPKB Sinteza
protein kinaza heksokinaze II,

PFK-1, piruvat
kinaze

TPP1 LGSK-3 T[Glukoza] .,
& Kinaza TGlikogen
fosforilaze sintaza
LGlikogen
fosforilaza
LRazgradnja T Sinteza e
glikogen glikogena FAlikaNzn

Slika 3. Regulacija metabolizma ugljikohidrata u stanicama jetara (preuzeto i prilagodeno iz

reference 2).

2.1.4. Biosinteza inzulina

Molekula inzulina, gradena od dva polipeptidna lanca ne nastaje takvom odmah nakon
translacije ve¢ se prije toga odvijaju brojne transformacije. U jezgri f-stanica Langerhansovih
otoCica gusterace gen za inzulin najprije se transkribira u odgovaraju¢u mRNA te ta glasnicka
RNA izlaskom u citoplazmu dolazi na ribosom gdje se translatira. Translacijom nastaje
preproinzulin koji na N-kraju sadrzi signalnu sekvencu duljine 24 aminokiseline. Ova signalna
sekvenca interagira sa ribonukleoproteinskim kompleksom SRP (engl. signal recognition
particle) koji dovodi ribosom, na kojem se translatira inzulinska mRNA, do endoplazmatskog
retikuluma (ER) na €ijoj se membrani nastavlja sinteza prehormona u lumen ER. Nastali
preproinzulin je kratko zivuéi jer podlijeZe cijepanju signalne sekvence odmah pri dolasku u
lumen ¢ime nastaje proinzulin. Nakon toga slijedi smatanje proinzulina u odgovarajucu

konformaciju te formiranje disulfidnih mostova na to¢no odredenim pozicijama u ¢emu uvelike
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pomaze masinerija Saperona u ER. Proinzulin se sastoji od lanaca A, B i C te se razlikuje od
inzulina samo u lancu C. Prisutnost lanca C prilikom smatanja je od klju¢ne vaznosti kod
povezivanja cisteina u disulfidne mostove buduci da ih ba$ taj lanac pozicionira jedan do
drugog. Pravilno smotani proteini zatim idu prema Golgijevom aparatu gdje se pakiraju u
nezrele sekrecijske vezikule zajedno s enzimima za doradu. Nakon djelovanja peptidaza dolazi
do odcjepljenja lanca C ¢ime nastaje inzulin. Proinzulin i inzulin u sekrecijskiim vezikulama
mogu formirati dimer ili heksamer stabiliziran cinkom no kod proinzulina ne dolazi do
nastajanja heksamera kao kod inzulina. U vremenskom periodu od 20 minuta do 2 sata od
preproinzulina nastaje inzulin koji se izlu€uje u krvotok nakon ¢ega moze sudjelovati u svom
signalnom nizvodnom putu prikazanom na slici 3 u prijasnjem odjeljku. Ipak, mala koli¢ina
proinzulina se ne transformira u inzulin te kao takav odlazi u krvotok. Kako ne dolazi do daljnje
dorade ili cijepanja proinzulina u krvotoku, napravljena su mjerenja aktivnosti proinzulina. U
usporedbi s inzulinom, proinzulin pokazuje od 3% do 5% bioloske aktivnosti.!! Na slici 4 moze

se vidjeti proces nastajanja inzulina.

Preproinzulin Proinzulin Inzulin
NH;
Signalna N !
sekvenca HaN— NH;
5— -B-S8
C A BB A lanac |
- B lanac
-8-8
u
>l |
COo t CO0
&
oocC—H
Signalna sekvenca C lanac

Slika 4. Proces nastajanja inzulina iz preproinzulina (preuzeto i prilagodeno iz reference 2).

2.1.5. Struktura inzulina

Kao $to je gore ve¢ navedeno, karakteristika proteina su njihove strukturne razine pa prema

tome ni inzulin nije iznimka.
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1. Primarna struktura inzulina

Ovaj mali peptidni hormon sastoji se od dva lanca. Lanac A N, N
sadrzi 21 aminokiselinu, dok lanac B sadrzi 30 aminokiselina. ?1}5 \?:
Jedna od strukturnih karakteristika inzulina su njegova tri l: if:
disulfidna mosta. Na slici 5 nalazi se aminokiselinski slijed ° i}v’; P:L]i
ljudskog inzulina koji se od inzulina drugih Zivotinja razlikuje u {:i-s—s—s—ﬁff
svega nekoliko aminokiselina. Tako se npr. od govedeg inzulina Z ;T ‘:s:r
razlikuje u tri aminokiseline i to ThrA8Ala, IleA10Val i i (T;l; P{[li
ThrB30Ala, a od svinjskog inzulina u samo jednoj aminokiselini iz ;:l
ThrB30Ala. Ova Ccinjenica bila je koriStena kod lijecenja i}“; L":‘z
dijabetesa prije napretka tehnologije rekombinantne DNA koja L:“‘ #W
omogucuje proizvodnju ljudskog inzulina. Na slici 5 su takoder gli ‘Tf:i

Tyr §—Cys

vidljive 1 gore spomenute disulfidne veze te se moze vidjeti kako (:;ysfs/ 0 Gy

su lanci A i B povezani preko cisteina CysA7-CysB7 te CysA20— 22“0, E:

CysB19. Treca disulfidna veza je intramolekulska i nalazi se u A lane i:e

lancu A izmedu CysA6 i CysAll.!> Brojevi aminokiselina ® e

dodijeljeni su prema konvenciji, brojanje kre¢e od N-terminalnog g:

Pro

dijela prema C-terminalnom dijelu. Lys
B

Slika 5. Aminokiselinska sekvenca ljudskog inzulina (preuzeto 1 prilagodeno iz

reference 2).

2. Sekundarna struktura inzulina
Sekundarne strukture koje se javljaju u lancu A su dvije antiparalelne a-zavojnice
izmedu koji se nalazi slobodna om¢a. Na krajevima zavojnica takoder se nalazi nekoliko
aminokiselina koje nisu sadrzane u njima. U lancu B je obrnuta situacija, a-zavojnica
se nalazi u srediSnjem dijelu, izmedu dvaju krajeva lanca bez ikakvih sekundarnih

struktura.
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3. Tercijarna i kvaterna struktura inzulina
Povezani lanci A 1 B, kao §to je gore opisano, tvore AB monomer. Takav monomer u
kiselom okruzenju najcesc¢e tvori dimer te heksamer uz prisustvo metalnog kationa. U
krvotoku je inzulin prisutan kao monomer buduci da je kao takav bioloski aktivan. U
stanicama gusterace dolazi do nastajanja heksamera inzulina, nalik onima u kristalu, u
¢ijoj strukturi se nalaze cinkovi ioni. U in vitro uvjetima dolazi do kristalizacije razlicitih
formi heksamera inzulina, a samim time 1 smjeStanja razli¢itog broja cinkovih iona u
strukturu. Kako ¢e u nastavku biti prikazano, umjesto cinka, heksamer moZze nastati i uz
drugacije dvovalentne metalne ione. Stvaranje dimera, a zatim i heksamera inzulina

prikazano je na slici 6.

Heksamer

Dimer

Monomer

Slika 6. Stvaranje dimera 1 heksamera inzulina (preuzeto i prilagodeno iz reference 13).
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2.1.6. Konformacija inzulina

N-terminalni dio B lanca monomera inzulina moze poprimiti dvije konformacije koje su
nazvane T = tense i R = relaxed jo$ davne 1989. godine.'* Prije toga, razli¢iti konformeri
heksamera inzulina nazivali su se 2Zn 1 4Zn ¢ime se oznacavao broj cinkovih iona sadrzanih u
njihovoj strukturi. No, kako su se u broju cinkovih iona u strukturi pojavile odredene
"anomalije", bilo je potrebno uvesti novo nazivlje. T konformacija oznacava monomer inzulina
u kojem se kod B lanca aminokiseline od B1 do B8 nalaze u izduzenoj formi dok kod R
konformacije one tvore a-zavojnice (slika 7). Na temelju ovakvih pravila moguca su tri razlicita
konformera heksamera inzulina: Ts, T3R3/T3R;3" te Ro. Svih $est monomernih jedinica se kod Ts
1 Re stanja nalaze u T odnosno R konformaciji dok se kod T3R3 tri nalaze u T i tri u R
konformaciji. Kod konformacije R dolazi do veé¢ gore spomenutog produZenja a-zavojnice no
samo do B4 aminokiseline ¢ime aminokiseline B1-B3 ostaju u izduzenoj konformaciji. T¢ 1 Re
konformeri sadrze dva cinkova iona u strukturi, a T3R3 konformer sadrzi razli¢it broj cinkovih
iona, najvise Cetiri. Ts heksamer je moguce dobiti bez dodatka ili pri niskoj koncentraciji
halogenidnih iona. Promjena Ts¢ — T3Rs' inducirana je dodatkom veée koncentracije
halogenidnih ili pseudohalogenidnih iona dok je za postizanje R¢ konformacije potrebno dodati
fenol ili neki drugi ciklic¢ki alkohol. Fizioloska uloga, T odnosno R konformacije, jo$ nije u
potpunosti razjasnjena, no pretpostavlja se kako T konformacija uvelike pomaze prilikom
biosinteze inzulina, odnosno pri pravilnom smatanju. Nadalje, R konformacija nije
konformacija u kojoj se inzulin veze na inzulinski receptor (IR). Shodno tome, daljnja
istrazivanja su potrebna kako bi se bolje razumjela interakcija inzulin—IR 1 priroda skladiStenja
inzulina ¢ime bi se poboljSao dizajn njegovih novih analoga, a samim time i borba protiv

Seéerne bolesti.!?
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B30___ ' i ‘

Y A
; .
. ~ 1_\
A21 '
A1
v ,
T konformacija R konformacija

Slika 7. Razlika u strukturi B lanca kod T (lijevo) i R (desno) konformacije inzulina gdje se
uocava produljenje a~zavojnice na aminokiseline B1-B8 kod R konformacije (preuzeto i

prilagodeno iz reference 15).

2.1.7. Seéerna bolest (Diabetes mellitus)

Seéerna bolest je bolest uzrokovana smanjenjem luéenja inzulina u krvotok ili nastaje uslijed
neosjetljivosti nekih receptora na sam hormon. Ovisno o uzrocima bolesti, postoje dva tipa
dijabetesa: dijabetes tipa I ili diabetes mellitus ovisan o inzulinu (IDDM) 1 dijabetes tipa II ili
diabetes mellitus neovisan o inzulinu (NIDDM). Kod IDDM, bolesnici reagiraju na injekcije
inzulina budu¢i da kod ovog tipa bolesti nema dovoljno f-stanica gusterace i posljedicno tome
nema dovoljne proizvodnje hormona. Dijabetes tipa I se javlja u mladoj dobi, dok se dijabetes
tipa II ¢eSc¢e javlja kod starijih 1 pretilih osoba. Kod pacijenata s NIDDM ne pomazu injekcije
inzulina budu¢i da se hormon proizvodi u tijelu no neka komponenta sustava za odgovor je u
kvaru.? Postoji jo§ jedan tip dijabetesa i to je gestacijski dijabetes koji se javlja u trudnica i

nestaje nakon poroda. PoviSena razina Secera najcesce se regulira injekcijama inzulina.

2.2. Kristali

Kiristal je pravilno, periodi¢ko, trodimenzijsko uredenje motiva (atoma, iona ili molekula) koji
rendgenskom difrakcijom daje difrakcijsku sliku. Kristalizacija je proces nastajanja kristala.
Kod kristalizacije malih molekula, poput nekih anorganskih soli ili ¢ak organske molekule nije

potrebno ugoditi toliko parametara kao kod proteina. Uvjeti koji moraju biti zadovoljeni kod
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kristalizacije proteina su Cisto¢a uzorka, homogenost uzorka, pH okruzenja, koncentracija
proteina, koncentracija precipitanta, temperatura. Kada se kristal proteina i dobije, moraju se
na umu imati njegova specifi¢na svojstva. Ovakvi kristali veoma su krhki 1 osjetljivi zbog slabih
interakcija izmedu molekula proteina ¢ime se u samom kristalu stvaraju kanali ispunjeni
otapalom. Zbog oponasanja fizioloskih procesa, najcesce otapalo je voda koje u kristalu ima od
20% do 80%. S proteinskim kristalima treba pazljivo rukovati buduci da se zbog velikog udjela
vode ne smiju isusiti. Kao $to je gore navedeno, kristali imaju pravilnu trodimenzijsku
rasporedenost koja se kod proteina moze lagano narusSiti zbog njihove velike strukture i
mobilnosti sekundarnih motiva, om¢i.

Molekule proteina na koje se ne moze primijeniti nikakav element simetrije opisuju
asimetricnu jedinicu. Ako se pak na tu asimetri¢nu jedinicu primjeni simetrija, dobiva se
jedinicna ¢elija. Translacijom jedini¢ne Celije u sva tri smjera dobiva se kristal. Jedini¢na ¢elija
je dakle, gradevna jedinka kristala definirana s kristalografskim osima a, b 1 c te kutovima o,
i . Definiranjem osnovnih parametara jedini¢ne ¢elije, moze se definirati sedam kristalnih

sustava prikazanih u tablici 1.

Tablica 1. Sedam kristalnih sustava.

Kristalni sustav  Karakteristi¢na osi rotacije Parametri jedini¢ne Celije

+b+c
TRIKLINSKI N :
€ma o % ﬂ + » + 9()°
. a#b+#c
MONOKLINSKI Os rotacije drugog reda a=7=90° A #90°
o atb#c
ORTOROMPSKI  Tri osi rotacije drugog reda a=pB=y=90°
TETRAGONSKI Jedna os rotacije Cetvrtog reda _a :_b i_c o
oa=p=y=90
" . a=b=c
TRIGONSKI Jedna os rotacije treceg reda a=p=y#90°
o a=b#c
HEKSAGONSKI Jedna os rotacije Sestog reda o= B =90°y=90°
. “ L a=b=c
KUBICNI Cetiri osi rotacije treceg reda a=pB=y=90°
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2.2.1. Simetrija u kristalima

Vanjstina kristala direktna je posljedica mikroskopske uredenosti u njima. Elemente simetrije
koje mozemo pronac¢i u kristalima su zrcalne ravnine, osi rotacije te centri inverzije. Ovi
elementi simetrije mogu se kombinirati te se sve kombinacije svrstavaju u tockine grupe.
Tockine grupe su zapravo grupe simetrijskih operacija koje povezuju plohe kristala, a elementi
simetrije od kojih se tockina grupa sastoji svi prolaze kroz jednu tocku. Kako se kod ovih
elemenata simetrije ne uzima u obzir translacija, definirane su 32 tockine grupe. Te grupe se
zatim mogu razvrstati u tocno sedam kristalnih sustava prikazanih u tablici 1. Svaki kristalni
sustav ima karakteristi¢énu rotacijsku os koja mora biti sadrzana u kristalu to¢no odredenog
kristalnog sustava.'® Trodimenzijske reSetke odnosno Bravaisove resetke predstavljaju daljnju
kategorizaciju kristala, odnosno prikazuju gdje se u jedini¢noj ¢eliji nalaze atomi odnosno
skupine atoma. Bravaisovih reSetki ima 14 i raspodijeljene su izmedu sedam kristalnih sustava

(tablica 2).
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Tablica 2. 14 Bravaisovih resetki (preuzeto i prilagodeno iz reference 17).*

Kristalni sustav ~ Prostorni prikaz Bravaisovih reSetki

TRIKLINSKI

MONOKLINSKI

ORTOROMPSKI

TETRAGONSKI

TRIGONSKI

HEKSAGONSKI

cf=a)

KUBICNI

*U tablici 2 nalaze se jednoslovne kratice Bravaisovih reSetki 1 one oznacavaju: P — primitivna
reSetka, A, B 1 C — reSetka centrirana po (100), (010) 1 (001) plohi, / — prostorno centrirana, F —
ploSno centrirana i R — romboedarska reSetka. Kod trigonskog sustava moguca su dva odabira
glavne osi, romboedarski 1 heksagonski te se shodno tome jednoslovna kratica zapisuje kao R,

odnosno H.
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Daljnjom kombinacijom 32 tockine grupe, 14 Bravaisovih resetki te dozvoljenih
operatora translacije (klizne ravnine i helikoidalne osi) dobivamo 230 prostornih grupa koje u
potpunosti opisuju simetriju kristalne strukture. Zrcalna ravnina i centar inverzije bi L-
aminokiseline preveli u D-aminokiseline $to nije dopusteno te se ovakvim ograni¢enjem broj

prostornih grupa koje mogu biti prisutne kod proteinskih makromolekula smanjuje s 230 na 65.

2.2.2. Proteinska kristalografija

Proucavanjem trodimenzijske strukture proteina, nukleinskih kiselina i velikih bioloskih
kompleksa bavi se kristalografija biomakromolekula. Kako su od ovih triju sustava, proteini
najvise istrazeni, ova grana znanosti jo§ se naziva i proteinskom kristalografijom. Glavna
metoda rjeSavanja strukture biomakromolekula je rendgenska strukturna analiza, no nije jedina.
Takoder se koristi difrakcija neutronskog zracenja, metoda viSedimenzionalne nuklearne
magnetske rezonancije (NMR)!® i krio-elektronska mikroskopija.

Proteinska kristalografija, datira jo$ od 19. stolje¢a, odnosno od 1840. godine kada su
otkrivene kristalne forme u uzorcima krvi. Kristali proteina su se ¢eS¢e dobivali slu¢ajno nego
namjerno, no pocelo ih se sve vise koristiti u svrhu procis¢avanja. Kristalografija se razvila tek
nakon stotinjak i viSe godina kada su kristali mioglobina (1958. godine) podvrgnuti
rendgenskom zracenju 1 dobivena je njegova trodimenzijska struktura. Razvojem
instrumentacije 1 kompjuterskih programa rijeSene su strukture sve vec¢ih proteina te su se
pronalazili optimalni uvjeti kristalizacije za sve veéi broj proteina.!” Kada je rije¢ o procesu
odredivanja strukture proteina dolazi se do jako puno prepreka, od ekspresije, kristalizacije,
difrakcije pa do samog rjeSavanja strukture. DanaSnja tehnologija omogucila je automatizaciju
nekih od gore navedenih koraka. Sinkrotronsko zrafenje 1 kompjutorski programi koji
omogucavaju brze rjeSavanje struktura uvelike su pomogli pri rjeSavanju struktura proteina. Do
trenutka pisanja ovog rada je rijeSeno 163 414 struktura®® koje su pohranjene u bazu podataka

PDB te se ovaj broj svakim danom povecava.

2.2.3. Opcenito o kristalizaciji

Od svih koraka koji se obavljaju u problematici rjeSavanja strukture biomakromolekule,
dobivanje jedini¢nog kristala je najmanje istraZzen, a samim time i najmanje shvacen korak. U

procesu kristalizacije kristal se polagano izdvaja iz otopine, no ovisno o vremenu 1 odabranim
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parametrima u kristalizacijskoj otopini mogu nastati mikrokristali, jedini¢ni kristali ili pak
amorfni produkti koji nisu korisni u rendgenskoj strukturnoj analizi.
Proces kristalizacije ukljucuje Cetiri vazna koraka:
1. ProciS¢avanje proteina.
Cistoéa proteina mora biti iznimno visoka. Ako tijekom kristalizacije nije dolo do
pojave kristala, potrebna su daljnja procis¢avanja.
2. Otapanje proteina u pogodnom otapalu.
Protein se otapa u pogodnom otapalu uz dodatak soli ili nekog organskog agensa
(obicno se koriste vodene otopine pufera)...
3. Prezasi¢enje otopine proteina dodavanjem taloznih reagensa i mijenjanjem drugih
uvjeta (temperature, pH, koncentracija...).
Priredena otopina proteina dovodi se do prezasi¢enja prilikom ¢ega dolazi do formiranja
malih agregata, odnosno jezgri kristalizacije. Svaki protein ima svoju povrSinsku
napetost 1 kada molekula prevlada tu energetsku barijeru dolazi do slaganja molekula
proteina jednog do drugog Sto inicira kristalni rast.
4. Rast kristala na jezgrama kristalizacije uz reduciranje prezasicenja.
Povezivanje nove molekule proteina na povrsinu kristala dogada se prije na nesavrSenim
nego na ravnim povrSinama. NesavrSenosti mogu nastati zbog defekta u kristalnom

uredenju ili pak prilikom dodatne nukleacije na samoj povrsini ve¢ nastale jezgre.

Nasslici 8 nalazi se fazni dijagram topljivosti proteina. Protein je tijekom kristalizacije potrebno
dovesti u zonu prezasic¢enja (obojeni dio — iznad krivulje topljivosti). Ta zona prezasi¢ene
proteinske otopine je podijeljena u tri dodatna podrucja: metastabilno podrucje, labilno
podrucje i podrucje amorfnog taloga. Nukleacija i rast kristala dogadaju se u labilnom podrucju.
Smanjenjem koncentracije otopljenog proteina uslijed kristalizacije dolazi se u metastabilno
podrucje gdje se nastavlja rast kristala, ali tu nema nukleacije. Kristal raste do krivulje
topljivosti gdje je u ravnotezi s otopljenim proteinom. Zona najveceg prezasic¢enja je podrucje

amorfnog taloga.'®
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Stabilna zona:
Otapanje

Koneentracija proteina ——=

Koncentracija precipitanta —————————p

Slika 8. Fazni dijagram topljivosti proteina (preuzeto 1 prilagodeno iz reference 18).

Postoje razne tehnike kristalizacije, nadalje su nabrojene i ukratko objasnjene neke o njih:'®

1.

Batch kristalizacija
Ova metoda jedna je od najstarijih i1 najjednostavnijih metoda kristalizacije proteina.
Princip je u tome da se kristalizacijska otopina koja sadrzi precipitant dodaje direktno u
otopinu proteina ¢ime se otopina proteina dovodi do prezasi¢enja. U najboljem slucaju,
kristali proteina postepeno rastu iz otopine, Sto ne zahtjeva daljnje postupke u samoj
kristalizaciji. Moguce su razne izvedbe ove metode npr. pbatch kristalizacija u uljnoj
kapi.
Difuzija teku¢e—tekuce
U metodi difuzije tekuce—tekuce koristi se kapilara u kojoj su kristalizacijska otopina i
otopina proteina jedna iznad druge uz pravilo da je donja otopina uvijek ona vece
gustoce. Izmedu otopina se stvara oStra granica faza te takve otopine postepeno
difundiraju jedna u drugu.
Difuzija para
To je najcesce koriStena tehnika kristalizacije proteina koja ima dvije izvedbe:
a) Metoda difuzije para iz visece kapi
Priprema se kristalizacijska otopina koja se stavlja u spremnik kristalizacijske
posudice, te se zasebno pripremi otopina proteina koja se stavlja na silikonizirano
stakalce. Otopini proteina na silikoniziranom stakalcu se dodaje najceSce isti

volumen kristalizacijske otopine iz spremnika i stakalce se okrene tako da kapljica
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visi nad sadrzajem spremnika. [zmedu spremnika i stakalca potrebno je staviti ulje
ili mast kako bi se sustav hermeticki zatvorio.
b) Metoda difuzije para iz sjedece kapi
Izvedba je slicna metodi visece kapi, no u ovom slucaju se smjesa otopine proteina
1 kristalizacijske otopine iz spremnika nalazi pored spremnika. Metoda sjedece kapi
je pogodnija kada otopina proteina ima malu povrSinsku napetost zbog Cega se ne
moze koristiti metoda visece kapi.
Difuzija para se temelji na ravnotezi vode i lako hlapivih tvari izmedu kapljice koja
sadrzi otopinu proteina i kristalizacijsku otopinu te otopine spremnika koji sadrzi
kristalizacijsku otopinu. U ovom eksperimentu se koristila metoda difuzija para iz

visece kapi te se njena izvedba nalazi na slici 9.

A

_ [PPt] rezervoar
2

ﬁ

Rezervoar

[ ——

[ppt] kap

Slika 9. Prikaz jednog spremnika i stakalca s kapljicom kod metode difuzija para iz visece

kapi (preuzeto 1 prilagodeno iz reference 18).

4. Dijaliza
Ova metoda takoder ima nekoliko izvedbi gdje se prema koli¢ini dostupnog proteina
odreduje koja ¢e se od njih koristiti. Princip metode je takav da se otopina proteina uroni
u kristalizacijsku otopinu, a izmedu otopina se nalazi polupropusna membrana. Kroz
polupropusnu membranu mogu prolaziti molekule iz kristalizacijske otopine ali ne i

proteinska makromolekula.
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2.3. Rendgenska strukturna analiza

Otkrice rendgenskih zraka 1895. godine jedno je od najvecih svjetskih otkri¢a, a tehnike u
kojima se koristi rendgensko zracenje se unaprjeduju kako napreduje i sama znanost. Wilhelm
Conrad Rontgen otkrio je da fluorescentni zaslon (barijev tetracijanoplatinat) kada se priblizi
Crookesovoj ili Lenardovoj cijevi bljestavo svijetli te fluorescira, no pod uvjetom da se nalazi
dva metra od nje. Rontgen je zakljucio kako se ova pojava desila uslijed izlaganju novim
nevidljivim zrakama koje je on nazvao X-zrakama. Za ovako veliko otkri¢e Rontgen je dobio
Nobelovu nagradu iz fizike 1901. godine te je time takoder zaintrigirao svjetsku znanstvenu
zajednicu buduci da se od tad moglo "fotografirati" nevidljivo. Rendgensko zracenje ima Siroku
primjenu u podru¢jima medicine, fizike, kemije, mineralogije itd.?!

Iste godine napravljena je prva i vjerojatno najpoznatija rendgenska fotografija. Na
fotografiji se nalazi lijeva ruka zene W. C. Rontgena, Anne Berthe (slika 10). Rendgensko
zracenje je otkriveno nesto ranije od nastanka ove fotografije, tocnije 08. listopada, ¢ime se na

taj dan obiljezava svjetski dan radiologije.

Slika 10. Rendgenska fotografija ruke Zene W. C. Rontgena (preuzeto iz reference 22).

Rendgenske zrake su visokoenergetske elektromagnetske zrake ¢ija valna duljina je izmedu 10
pikometara i 10 nanometara Sto ih smjesta izmedu ultraljubiastog i gama zracenja u
elektromagnetskom spektru. Za istrazivanja koja se provode na kristalima koristi se rendgensko
zraéenje valne duljine izmedu 0,5 A i 2,5 A. O valnoj duljini naravno ovisi i sama energija
zracenja te dubina prodora zracenja u materiju. U kristalografiji se koristi rendgensko zracenje
gore navedenih valnih duljina, a te valne duljine odgovaraju redu veli¢ine atoma i meduatomske

udaljenosti.
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2.3.1. Rendgenska cijev

Rendgensko zracenje se generira u rendgenskim cijevima koje imaju dvije bitne komponente,
a to su katoda i1 anoda (antikatoda). Katoda je u vecini sluc¢ajeva napravljena od volframa te se
zagrijava 1 kao takva je izvor elektrona. Zbog razlike potencijala izmedu katode i anode
elektroni iz volframove niti imaju veoma velike brzine. Kada takvi brzi elektroni dolaze do
anode, materija ih apsorbira i znacajno se zagrije, dok se oko 1% energije elektrona iskoristi za
generiranje rendgenskih zraka. Anodu je potrebno hladiti kako se ne bi uzarila, odnosno
rastalila. Uz opisanu izvedbu stati¢ne anode, postoji i rendgenska cijev s rotiraju¢om anodom.
Zbog kruznog kretanja anode imamo efikasnije hladenje i moze se dobiti intenzivniji snop
rendgenskog zradenja.'® Na slici 11 vidi se pojednostavljen prikaz rendgenske cijevi koji
prikazuje njezine glavne elemente. Takoder, mogu se vidjeti berilijevi prozor¢i¢i kroz koje
izlazi rendgensko zracenje. Berilij slabo apsorbira rendgensko zracenje Sto ga ¢ini idealnim

materijalom za propustanje rendgenskih zraka iz vakuumom ispunjene rendgenske cijevi.

Be "~ m
prozor Rendgensko
zratenje

=4
Rendgensko
zrafenje

katoda

Slika 11. Shematski prikaz rendgenske cijevi (preuzeto i prilagodeno iz reference 16).

Anoda apsorbira brze elektrone pristigle s katode koji zatim izbijaju elektrone nizih energetskih
orbitala njezinih atoma, na ¢ije mjesto dolaze elektroni viSih energetskih orbitala. Ovakvim
prijelazom emitiraju se rendgenske zrake. Na slici 12 moze se vidjeti shematski prikaz
nastajanja karakteristicnog zraCenja (lijevo) te spektar kontinuiranog i karakteristiénog
rendgenskog zracenja s bakrenom anodom (desno). Orbitale elemenata podijeljene su u ljuske
te tako poznajemo K, L 1 M ljusku. Ako se apsorpcijom energije u K ljuski izbije jedan njen
elektron te zatim dode do popunjavanja njegova mjesta elektronom iz neke ljuske vise energije,

dogada se emisija rendgenskog zracenja specificne valne duljine. Ako se to popunjavanje desi
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elektronom iz L ljuske govori se o K« zraenju koje se zapravo sastoji od Kai 1 Ka2 linije (slika
12). Ako se pak tranzicija desi iz M ljuske u tu istu K ljusku govori se o Kp zracenju.'¢ Na slici
12 u emisijskom spektru bakrenog zraCenja moze se uociti zraCenje karakteristi¢nih valnih
duljina (Ko 1 Kp) te takoder na nizim valnim duljinama mozemo vidjeti kontinuirano zracenje,

koje nastaje zbog usporavanja nadolazecih elektrona uslijed interakcije s atomskim jezgrama.

Al‘ M ljuska
I
] . Ke
: L ljuska Ka
1 I
1

Ka 2 Kal Kp : Apsorpcija /\ \L
1 Cu
I
I 1 1 1

Y Y Y | K ljuska 05 ku:om 15

Slika 12. Shematski prikaz nastajanja karakteristicnog rendgenskog zracenja (lijevo) i1 spektar
kontinuiranog i karakteristiénog bakrenog zracenja (desno). Valne duljine karakteristi¢nog
zraenja bakra iznose: A (Ko1) = 1,54051 A, A (Kw2) = 1,54433 A, 1 (Kp) = 1,39217 A.

(preuzeto i prilagodeno iz reference 16).

Kod difrakcije rendgenskog zracenja kao materijal anode najceSc¢e se koriste molibden i bakar
zbog svojih karakteristicnih valnih duljina Ko zracenja €ije srednje vrijednosti valnih duljina
iznose 0,7107 A za molibden i 1,5418 A za bakar. Rendgenska cijev s molibdenovom anodom
koristi se kod odredivanja struktura malih molekula, dok se anoda od bakra koristi kod
odredivanja struktura makromolekula ili malih organskih molekula.

Za rendgensku strukturnu analizu najceSce se ne koristiti cijeli spektar rendgenskog
zraCenja vec zracenje treba biti monokromatsko. Da bismo dobili monokromatsko rentgensko
zraCenje koristimo filtere ili monokromatore. Bakar je u periodnom sustavu elemenata na
poziciji tocno iza nikla, a pokazalo se kako je upravo nikal dobar filter bakrenom zracenju.
Nikal ima granicu apsorpcije pri 1,4886 A $to tu granicu smjesta to¢no izmedu Ko i Kp
apsorpcijskih maksimuma bakra. Sto zna¢i da, ako rendgensko zradenje izaslo iz bakrene mete
prode kroz tanku foliju nikla, dolazi do apsorpcije Kp zracenja 1 kontinuiranog zrafenja,

odnosno da je propusteno zracenje monokromatsko.!”
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2.3.2. Difrakcija rendgenskih zraka na kristalu

Kada monokromatsko rendgensko zracenje dolazi do kristala koji djeluje kao trodimenzijska
resSetka, atomi rasprSuju to zracenje u mjeri koja ovisi o broju elektrona u tom atomu. Difrakcija
rendgenskih zraka se zato moze promatrati kao refleksija na reSetci kristala dok atomi
predstavljaju centre rasprSenih zraka $to je 1912. godine uoc¢io William Lawrence Bragg. Na

slici 13 moze se vidjeti graficki prikaz difrakcije na mreznim ravninama u kristalu.

g
o sing

Slika 13. Difrakcija rendgenskih zraka na kristalu (preuzeto i prilagodeno iz reference 23).

Kao sto se na slici 13 moze vidjeti, dvije paralelne zrake padaju na dvije ravnine medusobno
udaljene za vrijednost d. Te paralelne zrake imaju upadni kut &1 dolaze do tocaka A i B na
mreznim ravninama. Zrake se od tih tocaka reflektiraju pod kutom & koji je isti kao i upadni
kut. Takoder se moze uociti kako difraktirana zraka oznacena zelenom bojom prevali dulji put
od crvene zrake i to za put CB+BD. Crvena i zelena zraka ¢e biti u fazi to¢no onda kad je
njihova razlika puteva jednaka umnosku cijelog broja i valne duljine upadnog zraenja §to se

jednostavnije moZe iskazati jednadZzbom 1 odnosno Braggovim zakonom.
2d sinf = nA (1)

Kada se kristal stavi u podrucje rendgenskih zraka do difrakcije dolazi samo s onih mreznih

ravnina u kristalu koje su orjentirane tako da zadovoljavaju Braggov zakon.!¢
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2.3.3. Sinkrotron

Sinkrotroni su uredaji u kojima elektricki nabijene Cestice (elektroni ili pozitroni), kruze
brzinom priblizno jednakom brzini svjetlosti. Na slici 14 moze se vidjeti shema Diamond
sinkrotrona (Harwell) te se na toj shemi mogu vidjeti njegovi glavni elementi. Elektroni veoma
visoke energije pakirani u serije pulsova nastaju u sistemu za injektiranje (1) nakon ¢ega dolaze
do linearnog akceleratora (LINAC) gdje se njihova energija jos poveca. Tako nastali elektroni
ulaze u sinkrotronski prsten (2) gdje se uz pomo¢ magneta mijenja njihova putanja te povecava
energija. Zatim se oni izbacuju u prsten za pohranu (3) gdje kruze u visokom vakuumu prilikom
cega im je brzina 98,6% brzine svjetlosti. Elektroni kruzeéi u tom prstenu tangencijalno
emitiraju rendgensko zracenje koje se zatim fokusira u prednjem kraju (5) ¢ime zraka ulazi u
sinkrotronske linije (beamline) (4) gdje se odvijaju razli€iti znanstveni pokusi. Sinkrotronske
linije se sastoje od tri dijela: opticka kucica (6), eksperimentalna kucica (7) 1 kontrolna kucica
(8). Radiofrekventna Supljina (9) sastoji se od elektromagnetskog polja koje nadoknaduje
energiju koju su elektroni izgubili prilikom nastajanja sinkrotronskog zracenja u samom

prstenu.

Slika 14. Diamond sinkrotron (Harwell), brojevi su objaSnjeni u tekstu iznad (preuzeto iz

reference 17).

Originalno ovi uredaji su napravljeni za visokoenergetske pokuse iz fizike kao $to je akcelerator
Cestica gdje su se primarno proucavali sudari te je zraenje koje nastaje u njima bila nuspojava
bespotrebnog gubitka energije. No, kemicari i molekularni biolozi su uvidjeli korist u zracenju
koje nastaje buduéi da se moZe koristiti u molekularnoj kristalografiji.'®!7 Jedini¢ni kristali koji
se koriste za sinkrotron mogu biti manjih dimenzija od onih koji se koriste na klasicnom

difraktometru.
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2.3.4. Strukturni faktor

Strukturni faktor predstavljen jednadzbom 2 bezdimenzijska je veli¢ina i odnosi se na skupno

rasprSenje rendgenskog zracenja na svih n atoma u jedini¢noj ¢eliji.

F(hkD) = ) fig explizn(h; + ky; + 12)] )

j=1

Atomski faktor rasprSenja f; o ovisi o raspodjeli elektronske gustoce tog atoma te o kutu 6.
Kako su atomi u molekulama povezani kemijskim vezama, oni ne miruju ve¢ osciliraju oko
svojih ravnoteznih polozaja §to utjeCe na samu funkciju raspodjele elektronske gustoce.
Takoder je atomski faktor rasprSenja potrebno dodatno korigirati temperaturnim faktorom.
Temperaturni ili B—faktor proporcionalan je srednjem kvadratu pomaka atoma iz nekog
referentnog polozaja. Bit rendgenske strukturne analize je u odredivanju strukturnih faktora na
temelju difrakcijskih podataka u svrhu raunanja elektronske gustoce u jedini¢noj ¢eliji. Ono
Sto se iz kristalografskog eksperimenta zapravo dobiva je intenzitet difraktiranog rendgenskog
zrac¢enja. Intenziteti pojedinih refleksa skl proporcionalni su kvadratu amplitude pripadnog

strukturnog faktora $to je prikazano u jednadzbi 3.7
I(hkl) « |F(hKD)|? 3)

Strukturni faktori se koriste u raCunanju mapa elektronske gustoce iz kojih se mogu odrediti

poloZaji atoma u jedini¢noj Celiji:

plxyz) = %ZIF(hkl)I exp[—i2n(hx + ky + [z) + ia(hkl)] (4)
hkl

2.3.5. Problem faza

Kako bi se rijesila struktura neke molekule potrebno je izracunati elektronsku gustocu i
parametre termicke vibracije za svaki atom molekule, te simetriju po kojoj se molekula ponavlja
u prostoru. Iz relacije 3 mozZe se iz intenziteta izracunati amplituda strukturnog faktora no faza

difraktiranog vala (a(hkl)) se ne moze direktno odrediti iz samog eksperimenta.
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U proteinskoj rendgenskoj kristalografiji postoji nekoliko naj¢e$¢ih nacina rjeSavanja

problema faza, a oni su sljede¢i:'®

1.

Metoda jednostruke ili viSestruke izomorfne zamjene (SIR — single isomorphous
replacement, MIR — multiple isomorphous replacement)

Kako bi se odredila struktura proteina metodom izomorfne zamjene potrebno je
pripraviti jedan ili viSe derivata nativnog proteina s teSkim atomom. No, pritom je
potrebno paziti da se pozicija i orijentacija molekula proteina u kristalu nativnog
proteina i u kristalu proteina s teskim atomom ne mijenja kao ni parametri jedini¢ne
¢elije, potrebno je posti¢i izomorfizam. Nakon priprave kristala proteina i kristala
njegova derivata s teSkim atomom potrebno je od oba prikupiti difrakcijske podatke te
se Pattersonovom funkcijom odreduje pozicija teSkog atoma. Potom se parametri teSkog
atoma uto¢ne te se izracunaju faze ostalih atoma nakon ¢ega je moguce izracunavanje
njihove elektronske gustoée. Pattersonova funkcija je takoder Furierova sumacija kao i
funkcija za elektronsku gustocu samo se kod Pattersonove uvodi aproksimacija da su

svi fazni kutovi jednaki nuli ¢ime se dobiva funkcija prikazana jednadzbom 5.

pluvw) = %E:IF(hkl)I2 cos[2m(hu + kv + lw)] (5)
nkl

Takoder se uvodi takozvana Pattersonova ¢elija €ije su relativne koordinate u, v i w

zapravo identi¢ne koordinatama prave jedini¢ne celije.

Metoda anomalne disperzije s viSe valnih duljina (MAD — multiple wavelength
anomalous dispersion)

Za ovu metodu potrebno je prirediti derivat proteina, koji sadrzi teski atom u strukturi
samog proteina te takva molekula ne mora nuzno biti direktno za njega vezana. Jedino
Sto je bitno je da kod tesSkog atoma dolazi do pojave anomalnog rasprSenja koje se javlja
zbog Cinjenice da se njegovi elektroni ne smatraju u potpunosti slobodnim elektronima.
Kao posljedica anomalnog rasprSenja javlja se razlika u intenzitetima refleksa 4 k / 1
njegovog Bijvoet para —h —k —/ koji viSe nisu isti. Aplikacija ovog uvjeta je ta da se
valna duljina paZzljivo odabire kako bi se optimizirala razlika u intenzitetima Bijvoet

para te izmedu difrakcija za viSe valnih duljina.
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3. Anomalna disperzija s jednom valnom duljinom (SAD — single wavelength anomalous
dispersion)
Kako bi se doskoc¢ilo mani anomalne disperzije s vise valnih duljina gdje se kristal dugo
izlaZe zracenju prilikom ¢ega se uniStava, koristi se samo jedna valna duljina prilikom
Cega je potrebno prirediti kristal proteina s teSkim atomom koji dovoljno jako rasprsuje

zracenje.

4. Molekulska zamjena (MR — molecular replacement)
Preduvjet za koriStenje ove metode je dostupnost modelne strukture koja se od
nepoznate puno ne razlikuje (najces¢e je preduvjet dobrog modela ako je sli¢nost
proteinskih sekvenci veca ili jednaka 40%; moZe i manja ako je prostorna orijentacija

domena u strukturama sli¢na), npr. moze se koristiti homologni protein.

2.3.6. Utocnjavanje strukture

Za uto¢njavanje strukture nepoznatog proteina koriste se mnogi programi u kojima se
vizualizira mapa elektronske gusto¢e. Odnosno, vizualizira se razlika mapa elektronske gustoce
difrakcijskih podataka dobivenih s instrumenta i difrakcijskih podataka modela. Time se
dobivaju pozitivne i1 negativne vrijednosti gusto¢e koje govore o tome smjeSta li se dio
molekule, koji se trenutno tamo nalazi, ba$ na tu odredenu poziciju. Ako je mapa pozitivha
znaCi da na te koordinate potrebno staviti jo§ elektrona, odnosno dio molekule, a ako je
negativna zna¢i da na tim koordinatama ima viska elektrona. Proces uto¢njavanja je
prilagodavanje modela kako bi se raCunati 1 izmjereni strukturni faktori Sto bolje poklapali.
Prilagodavanje modela se dakle sastoji od promjene nekoliko parametra kao $to su tri prostorne
koordinate te temperaturni faktor za sve nevodikove atome. Vodikovi atomi ne ulaze u proces
uto¢njavanja buduci da je 1 nevodikovih atoma u strukturama proteina veoma puno. Ako bi se
u uto¢njavanje ukljucili vodikovi atomi, broj parametara bi se znacajno povecao. Kako se
pretpostavlja da se aminokiseline u proteinima i u malim peptidnim lancima ponasaju jednako,
u programe za utocnjavanje se ugraduje postoje¢e znanje o duljinama veza, kutovima,
torzijskim kutovima, planarnosti aromatskih prstena, itd. Ovakvim aproksimacijama se
smanjuje broj ve¢ spomenutih parametara Sto onako kompliciran racun ipak uspijeva
pojednostavniti i ubrzati. Proces uto¢njavanja je iterativan $to vrijeme u samom poslu ¢ini dosta

vaznim parametrom.
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Kako bi se znalo je li neki model dobar potrebno je provesti njegovu validaciju. Za takve
potrebe uvode se posebni faktori. Faktor neslaganja, R, se racuna prema jednadzbi 6 te
predstavlja globalnu to¢nost izmedu modela 1 difrakcijskih podataka te se u njemu ne vide neki
manji lokalni problemi. U jednadzbi Fops predstavlja izmjereni strukturni faktor a Fleaic

predstavlja izracunati strukturni faktor, a k predstavlja faktor skale.

R = thllIFobsl - kIFcalcll
Ynki! Fobs|

(6)

Kod uto¢njavanja uvodi se dodatni parametar vrednovanja, neovisni R—faktor, Rgee. Neovisni
R—faktor ra¢una se prema formuli 7 gdje k predstavlja faktor skale, a & k [ — T predstavlja
nasumi¢no odabrane reflekse koji pripadaju skupu 7 prema kojima se vrS$i sam proces
uto¢njavanja (uzima se najcesc¢e 5% difrakcijskih podataka koji se izuzimaju iz uto¢njavanja i
onda se usporeduje koliko dobro model nakon uto¢njavanja preostalih 95% podataka odgovara

tih 5% podataka koji su izuzeti na samom pocetku).

_ thlchlFobsl - lecalc”
Rfree -

(7)

thlchFobsl

Sto su faktori R i Rfwee niZi to je rijeSena struktura toénija i kvalitetnija. Reee je bolji pokazatelj

to¢nosti no vrijednosti faktora R i Riee ne smiju previse odudarati jedna od druge.'®
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§ 3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Priprava otopina za Kristalizaciju

Sve priredene otopine navedene u nastavku, osim otopina proteina, procis¢ene su pomocu
filtera od polietersulfona (LLG-PES syringe filter 0,2 um) ¢ime su se uklonile eventualne

necistoce ili zaostali talog uslijed nemoguénosti potpunog otapanja.

3.1.1. Bakrove soli

Zeleni prah bakrovog(Il) klorida, CuCl, (molarna masa, M = 134,45 g mol™'), proizvodaca
Kemika, mase 1,01 g otapa se u 50 mL redestilirane MiliQ vode ¢ime se dobiva otopina plave

boje koncentracije, ¢ = 0,15 mol dm.

Crni kristali bakrovog(Il) bromida, CuBr, (molarna masa, M = 223,36 g mol™!), proizvodaca
Kemika, mase 1,67 g otapa se u 50 mL redestilirane MiliQ vode ¢ime se dobiva otopina

plavo—zelene boje koncentracije, ¢ = 0,15 mol dm™.

Plavo—zeleni kristali bakrovog(Il) acetata monohidrata, Cu(C2H302), - H2O (molarna masa, M
=199,65 g mol™!), proizvodaca Kemika, mase 1,50 g otapa se u 50 mL redestilirane MiliQ vode

¢ime se dobiva otopina plave boje koncentracije, ¢ = 0,15 mol dm>.

3.1.2. Niklove soli

Zeleni prah niklovog(Il) klorida heksahidrata, NiCl, - 6H>O (molarna masa, M = 237,63 g
mol ), proizvodaca Kemika, mase 1,77 g otapa se u 50 mL redestilirane MiliQ vode ¢ime se

dobiva otopina zelene boje koncentracije, ¢ = 0,15 mol dm=.

Narangasti prah niklovog(II) bromida, NiBr, (molarna masa, M = 218,45 g mol ™), proizvodaca
Kemika, mase 1,64 g otapa se u 50 mL redestilirane MiliQ vode ¢ime se dobiva otopina zelene

boje koncentracije, ¢ = 0,15 mol dm.
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Sivi kristali niklovog(II) jodida, Nil> (molarna masa, M = 312,44 g mol™"), proizvodaca Kemika,
mase 2,34 g otapa se u 50 mL redestilirane MiliQ vode ¢ime se dobiva otopina smede boje

koncentracije manje od, ¢ = 0,15 mol dm. Nakon filtracije zaostaje talog koji se nije otopio.

3.1.3. Kobaltove soli

Ruzicasti prah kobaltovog(II) klorida heksahidrata, CoCl» - 6H>O (molarna masa, M = 237,92
g mol™!), proizvodaca Kemika, mase 1,80 g otapa se u 50 mL redestilirane MiliQ vode ¢ime se

dobiva otopina rozo—crvene boje koncentracije, ¢ = 0,15 mol dm=.

Zeleni prah kobaltovog(Il) bromida, CoBr, (molarna masa, M = 218,74 g mol™"), proizvodaca
Kemika, mase 1,64 g otapa se u 50 mL redestilirane MiliQ vode ¢ime se dobiva otopina crvene

boje koncentracije, ¢ = 0,15 mol dm.

Sivi prah kobaltovog(Il) jodida, Col> (molarna masa, M = 312,73 g mol™"), proizvodaca
Kemika, mase 2,35 g otapa se u 50 mL redestilirane MiliQ vode ¢ime se dobiva otopina smede
boje koncentracije manje od, ¢ = 0,15 mol dm™. Nakon filtracije zaostaje talog koji se nije

otopio.

3.1.4. Otopine halogenida

Bijeli kristali natrijevog klorida, NaCl (molarna masa, M = 58,44 g mol™'), proizvodaca
Alkaloid Skopje, mase 14,61 g otapaju se u 50 mL redestilirane MiliQ vode ¢ime se dobiva

bezbojna otopina koncentracije, ¢ = 5,0 mol dm=.

Bijeli kristali natrijevog bromida, NaBr (molarna masa, M = 102,89 g mol™!), proizvodaca
Kemika, mase 25,72 g otapaju se u 50 mL redestilirane MiliQ vode ¢ime se dobiva bezbojna

otopina koncentracije, ¢ = 5,0 mol dm=.

Bijeli kristali natrijevog jodida, Nal (molarna masa, M = 149,89 g mol™'), proizvodaca Kemika,
mase 37,47 g otapaju se u 50 mL redestilirane MiliQ vode ¢ime se dobiva bezbojna otopina

koncentracije, ¢ = 5,0 mol dm™.
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3.1.5. Otopina citratnog pufera

Bijele granule monohidrata limunske kiseline, C3HsO(COOH); - H,O (molarna masa, M =
210,14 g mol™'), proizvodaca Kemika, mase 10,51 g otapaju se u 50 mL redestilirane MiliQ

vode ¢ime se dobiva bezbojna otopina koncentracije, ¢ = 1,0 mol dm™.

Bijeli prah natrijevog citrata dihidrata, C3HsO(COONa); - 2H>O (molarna masa, M =294,10 g
mol ™), proizvodaca Merck, mase 14,71 g otapa se u 50 mL redestilirane MiliQ vode ¢ime se

dobiva bezbojna otopina koncentracije, ¢ = 1,0 mol dm=.

Dobivene dvije otopine pomijesaju se te se Zeljena pH vrijednost od 6,4 podesi pomoc¢u vodenih

otopina klorovodic¢ne kiseline i natrijevog hidroksida pomo¢u pH metra.

3.1.6. Otopine kiselina

Bezbojna otopina klorovodi¢ne kiseline, HCI (maseni udio, w = 36%, molarna masa, M = 36,46
g mol™"), proizvodacéa Kemika, volumena 3,4 pL razrjeduje se do 2 mL redestiliranom MiliQ

vodom ¢&ime se dobiva bezbojna otopina koncentracije , ¢ = 0,02 mol dm™.

Zuta otopina bromovodi¢ne kiseline, HBr (maseni udio, w = 49%, molarna masa, M = 80,91 g
mol!), proizvoda¢a Kemika, volumena 4,4 uL razrjeduje se do 2 mL redestiliranom MiliQ

vodom ¢ime se dobiva bezbojna otopina koncentracije, ¢ = 0,02 mol dm™>.

Smeda otopina jodovodi¢ne kiseline, HI (maseni udio, w = 57%, molarna masa, M = 127,91 g
mol™'), proizvodada Kemika, volumena 5,3 uL razrjeduje se do 2 mL redestiliranom MiliQ

vodom ¢ime se dobiva Zuta otopina koncentracije, ¢ = 0,02 mol dm™>,

3.1.7. Otopine proteina

Koristen je ljudski inzulin bez cinka dvaju proizvodaca, Sigma i Novo Nordisk. Buduéi da ovaj
protein nije dobro topiv u vodi, za njegovo otapanje koriste se priredene otopine kiselina ¢ime
se dobiva Sest otopina inzulina. Tijekom kristalizacije u svaki kristalizacijski uvjet postavljaju
se obje otopine proteina prilikom ¢ega se inzulin proizvodaca Novo Nordisk uvijek postavlja

lijevo 1 oznacava tockom (e).
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Proizvodac Sigma:

Bijeli prah ljudskog inzulina bez cinka, mase 1,1 mg otapa se u 150 puL otopine klorovodi¢ne
kiseline koncentracije, ¢ = 0,02 mol dm™ ¢ime se dobiva bezbojna otopina masene
koncentracije, y=7,3 mg cm™.

Bijeli prah ljudskog inzulina bez cinka, mase 1,1 mg otapa se u 150 puL otopine bromovodi¢ne
kiseline koncentracije, ¢ = 0,02 mol dm~ &ime se dobiva bezbojna otopina masene
koncentracije, y=7,3 mg cm™.

Bijeli prah ljudskog inzulina bez cinka, mase 1,3 mg otapa se u 150 uL otopine jodovodicne
kiseline koncentracije, ¢ = 0,02 mol dm™ ¢ime se dobiva bezbojna otopina masene

koncentracije, = 8,7 mg cm™>.

Proizvoda¢ Novo Nordisk:

Bijeli prah ljudskog inzulina bez cinka, mase 1,3 mg otapa se u 150 uL otopine klorovodi¢ne
kiseline koncentracije, ¢ = 0,02 mol dm~>¢ime se dobiva bezbojna otopina masene
koncentracije, = 8,7 mg cm™.

Bijeli prah ljudskog inzulina bez cinka, mase 1,2 mg otapa se u 150 pL otopine bromovodi¢ne

3 ¢ime se dobiva bezbojna otopina masene

kiseline koncentracije, ¢ = 0,02 mol dm~
koncentracije, = 8,0 mg cm™>.

Bijeli prah ljudskog inzulina bez cinka, mase 1,4 mg otapa se u 150 uL otopine jodovodi¢ne
kiseline koncentracije, ¢ = 0,02 mol dm™ ¢ime se dobiva bezbojna otopina masene

koncentracije, y=9,3 mg cm™.
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3.2. Kiristalizacija bakrovih(II), niklovih(IT) i kobaltovih(IT) derivata

inzulina

Kristalizacija se provodi metodom difuzije para iz visec¢e kapi pomocéu Hampton Research VDX
ploc¢a koje sadrze 24 spremnika (4 reda x 6 stupaca). Redci su oznaceni slovima A — D, a stupci
brojevima 1 — 6 (slika 15). Svi kristalizacijski uvjeti prikazani su u Dodatku u tablicama D1 —
D9 gdje se moze vidjeti kako je ukupni volumen spremnika nakon dodatka kristalizacijskih
otopina 1 mL. Nakon ispunjavanja spremnika, na silikonizirano pokrovno stakalce nanosi se
otopina proteina volumena 1 pL, u ovom slucaju dvije kapi zbog dva razli¢ita proizvodaca
proteina. U te kapi takoder se dodaje isto toliki volumen tj. 1 pL sadrzaja spremnika. Na rubove
spremnika nanosi se silikonska mast te se potom na to stavlja stakalce s kapljicama okrenutim

prema sadrzaju spremnika.

Slika 15. Hampton Research VDX ploca koja sadrzi 24 spremnika.

Dizajn uvjeta kristalizacije napravljen je s ciljem dobivanja jedini¢nih kristala razli¢itih derivata
inzulina mijenjanjem koncentracije halogenidnih iona u kristalizacijskom spremniku.
Postavljeni su kristalizacijski uvjeti za dobivanje niklovih(II), kobaltovih(II) 1 bakrovih(II)
derivata inzulina uz razli¢itu koncentraciju halogenidnih iona (Cl~, Br i I").

Kristali metalnih (niklovi(II), kobaltovi(II) 1 bakrovi(Il)) derivata inzulina pripravljaju
se tako da se u kristalizacijsku otopinu dodaje 150 pL otopine metalne soli pripadnog

halogenida (klorida, bromida ili jodida) koncentracije, ¢ = 0,15 mol dm=, 150 pL citratnog
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pufera pH vrijednosti 6,4 (koncentracije, ¢ = 1,0 mol dm>), 100 pL acetona (masenog udjela,
w = 70%), otopina pripadnog halogenida od 50 uL do 510 uL (koncentracije, ¢ = 5 mol dm)
te MiliQ vode toliko da se ukupno u spremniku nalazi 1 mL kristalizacijske otopine. Soli metala
te otopine halogenida koje se koriste navedene su u odlomku prije. Na svako silikonizirano
pokrovno stakalce iznad spremnika nanose se dvije kapi proteina otopljenog u odgovarajuéoj
halogenovodic¢noj kiselini (npr. ako je sol u spremniku metalni klorid onda se protein otapa u
klorovodi¢noj kiselini) volumena 1 pL. U te kapi takoder se dodaje 1 pL sadrzaja spremnika.

Gore opisanim dizajnom eksperimenta dobiva se ukupno 216 razli¢itih kristalizacijskih
uvjeta u kojima je koncentracija halogenidnih iona u rasponu od 0,148 mol dm~ do 1,298 mol
dm™. Zeljelo se ispitati kako promjena koncentracije halogenidnih iona utjede na nastajanje
jedini¢nih kristala, njihovu morfologiju i samim time na strukturu derivata inzulina. Proces
kristalizacije provodi se pri konstantnoj temperaturi od 20°C. Nakon nekoliko tjedna dobiveni
su jedini¢ni kristali zadovoljavaju¢ih karakteristika uz prisustvo kloridnih i bromidnih iona.
Kristalizacijom uz jodidne ione kristali su nastajali nakon duljeg vremenskog perioda (mjesec
dana i vise). Produkti kristalizacija svih kristalizacijskih uvjeta promatrani su svjetlosnim
mikroskopom Olympus SZX 12 te su slikani pomocu digitalnog fotoaparata Olympus C-4040
ZOOM. Ovako dobivene fotografije nalaze se u Dodatku u tablicama D1 — D9. Jedini¢ni kristali
zadovoljavajuée kvalitete su uz pomo¢ etilenglikola (masenog udjela, w = 30%) kao
krioprotektanta smrznuti na temperaturu tekuceg dusika.

Difrakcijski podatci prikupljeni su na sinkrotronu Eletfra u Trstu na XRD2
sinkrotronskoj liniji gdje je sakupljanje difrakcijskih podataka provedeno na 100 K pri valnoj
duljini monokromatskog zragenja od 0,99990 A.
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3.3. RjeSavanje i utonjavanje kristalnih struktura

Nakon prikupljanja difrakcijskih podataka pristupa se procesiranju podataka za Sto se koristi
program MOSFLM.?* Potom slijedi rjeSavanje molekulskih i kristalnih struktura za tri odabrana
derivata inzulina metodom molekulske zamjene. Navedena metoda rjeSavanja faznog problema
odabrana je jer u bazi podataka proteinskih struktura postoje ve¢ rijeSene strukture slicnih
derivata inzulina. Rjesavanje struktura provodi se pomoc¢u programa AMoRe? i Phaser MR?¢
koji se nalaze unutar programskog paketa CCP4.?’ Nadalje, model se utoénjava metodom
najveée vjerojatnosti koja je sadrzana u programu REFMAC.?® Vizualizacija i manualna
manipulacija parametrima poput koordinata i okupancije u svrhu iterativnog procesa
uto¢njavanja strukture pri visokoj rezoluciji na temelju izracunate i opazene mape elektronske
gustoée vrsi se u programu COOT.?’ Takoder, koristenjem parametara dobivenih pomoéu
internetskog servisa za analizu kvalitete utoénjenog modela MolProbity,*° odredena je kvaliteta
uto¢njavanja i na temelju dobivenih podataka dodatno su uto¢njene strukture proteina. Analize
interakcija i udruzivanja dobivene su pomocu internetskog servisa: PDBePISA.*! Kona¢na
vizualizacija gotovih struktura vrsi se u programu CCP4MG>* kojim se dobivaju sve slike koje
se nalaze u rezultatima. RjeSavanjem i uto¢njavanjem dobivaju se molekulske strukture dosad
neopisanih derivata inzulina koje je potrebno usporediti medusobno te s ve¢ poznatim,

deponiranim molekulskim strukturama u bazi podataka proteinskih makromolekula, PDB.6
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§ 4. REZULTATII RASPRAVA

4.1. Kiristalizacija i sakupljanje difrakcijskih podataka

Pregledom svih kristalizacijskih uvjeta uocava se razli¢itost u nastalim kristalima ovisno o vrsti
dodanog halogenida. Dobiveni su jedini¢ni kristali derivata inzulina sa svim metalnim
kationima (bakar(II), nikal(Il) i kobalt(II)) u prisustvu kloridnih i bromidnih iona, dok u
prisustvu jodidnih iona kristalizacija izostaje ili su nastali kristali koji nisu zadovoljavajuce
kvalitete za difrakcijski eksperiment. Nadalje, dobiveno je mnogo kristala, ali nisu svi od njih
pogodni za daljnju obradu zbog njihove veli¢ine (nisu dovoljno veliki) ili pak njihovih
nesavrsenosti (srasli ili ispucali kristali). Pregledom kristalizacijskih plo¢a pod Olympus
mikroskopom odabrano je 28 kristala koji su podvrgnuti difrakciji rendgenskog zracenja na
sinkrotronu Elettra, Trst te su to:

1. bakrov(II) derivat u prisustvu klorida D1B6* (dva kristala),

2. bakrovi(Il) derivati u prisustvu bromida D2C2, D2D5 i D2D6,

3. niklovi(IT) derivati u prisutvu klorida D4A2, D4A4, D4C3, D4D3 i D4D6,

4. niklovi(Il) derivati u prisustvu bromida D5A1, D5C2, D5C3, D5C4, D5CS5, D5D3,
DS5DS5 (tri kristala) 1 D5D6,
kobaltovi(Il) derivati u prisustvu klorida D7A3 (dva kristala) i D7A4 (dva kristala),
6. kobaltovi(Il) derivati u prisustvu bromida D8A2, D8C3 i D8D6 (dva kristala).

9]

*Imena struktura dobivena su prema tablicama D1 — D9 odnosno kristalizacijskim uvjetima u
kojima je nastao jedini¢ni kristal, npr. D1A1 znaci da se radi o kristalizacijskom uvjetu Al iz

tablice D1 u Dodatku.

Preliminarnim snimanjem utvrdeno je kako su neki od nastalih jedini¢nih kristala derivata
inzulina ve¢ literaturno opisani ¢ime se iskljucuju iz daljnje obrade. Takoder neki od kristala
nisu bili jedini¢ni kristali proteina ve¢ kristalizirana sol. Broj pogodnih jedini¢nih kristala ovako
se ve¢ smanjio i nakon utvrdivanja kvalitete difrakcijskih podataka (kvaliteta difrakcijskih
maksimuma i rezolucija sakupljenih podataka) ostaje th samo devet. Slike tih jedini¢nih kristala

izdvojene su iz Dodatka te se zajedno sa sazetim kristalografskim podatcima nalaze u tablici 3.
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Tablica 3. Slike kristala i sazetak kristalografskih podataka devet derivata inzulina.

Bakrovi(Il) derivati inzulina

Fotografija
Kristalizacij S.kl D2C2 D2D5
uvjet
Halogenid Bromid Bromid
Rezolucija 1,40 A 1,73 A
Prostorna grupa P4,2,2 P4,2,2
Parametri jedini¢ne a=93,04 A a=92,80 A
celije b=93,04 A bh=92,80 A
c=12636 A c=126,02 A
a=90° a=90°
B=90° B=90°
y=90° y=90°
Niklovi(II) derivati inzulina
Fotografija
Kristalizacij S.kl D4D6 D5A1 D5C3
uvjet
Halogenid Klorid Bromid Bromid Bromid
Rezolucija 1,35A 1,41 A 1,44 A 1,63 A
Prostorna grupa H32 H3 H32 H32 P4,2,2

Parametri jedinicne a=45,86 A a=81,00A a=4580A a=4585A a=9277 A
celije bh=4586A b=81,00A bH=4580A bH=4585A H=92,77A
c=11699A ¢=3375A ¢=11721A ¢=11722A ¢=126,54A

a=90° a=90° a=90° a=90° a=90°
B=90° B=90° B=90° B=90° B=90°
y=120° y=120° y=120° y=120° y=90°

Kobaltovi(Il) derivati inzulina

Fotografija i
L

L

Kristalizacij S.kl D7A3 DSD6
uvjet

Halogenid Klorid Bromid

Rezolucija 1,05 A 1,73 A

Prostorna grupa H3 P4,2,2
Parametri jedini¢ne a=8194 A a=9285A
celije b=281,94 A b=92,85A
c=06826 A c=126,06 A

a=90° a=90°

B=90° B=90°

y=120° y=90°
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Promjena morfologije kristala najbolje se moze vidjeti kod niklovih(Il) derivata inzulina u
prisustvu bromidnih iona budu¢i da je njih najvise nastalo. Uocava se kako je kod koncentracije
0,148 mol dm™ kristal (D5A1) jedne morfologije (nepravilna cetverostrana prizma) koji
kristalizira u trigonskom sustavu u prostornoj grupi H3 i ima parametre jedni¢ne celije a = 81,09
A, b=81,09 A, c=33,75A, a=90°, B=90° i y = 120°. Poveéanjem koncentracije bromidnih
iona u rasponu 0,848 — 0,898 mol dm~> dolazi do promjene morfologije kristala (D5C3 i D5C4)
u oblik nepravilne spljostene heksagonske prizme. Ovi kristali kristaliziraju takoder u
trigonskom sustavu, ali u prostornoj grupi 432 s parametarima jedni¢ne éelije a =45,80 A, b =
4580 A, c= 117,21 A, a=90°, B=90°, y = 120° kod kristala D5C3 i a = 45,85 A, b = 45,85
A c=11722 A, a=90° B =90° y = 120° kod kristala D5C4. Dodatnim poveéanjem
koncentracije do 1,148 mol dm™> nastaje kristal (D5D3) kojem se opet promijenila morfologija
(nastaje Cetverostrana bipiramida), no ovaj put promijenio se i kristalni sustav tj. dolazi do
kristalizacije u tetragonskom sustavu (prostorna grupa P4;2:2). Nastali kristal ima parametre
jedini¢ne éelije a = 92,77 A, b =92,77 A, ¢ = 126,54 A, a=90°, B=90°, y = 90° (tablica 3).
U slucaju bakrovih(Il) derivata inzulina nije uofen gore opisan trend ve¢ je vecina
kristalizacijskih uvjeta u zadnjoj zoni prezasi¢enja, odnosno nastaje amorfni talog, dok pri
visokim koncentracijama kloridnih i bromidnih iona dolazi do nastajanja kristala u obliku
cetverostranih bipiramida. Niklovi(II) derivati inzulina u prisustvu kloridnih iona djelomicno
pokazuju gore opisan trend, no izostaje nastajanje kristala u obliku ¢etverostranih bipiramida,
medutim pri visokim koncentracijama klorida nastaju kristali u obliku nepravilnih spljoStenih
heksagonskih prizmi. Kobaltovi(Il) derivati inzulina opet su drugaciji te u gore opisanom trendu
izostaju kristali u obliku nepravilnih spljostenih heksagonskih prizmi, a uz dodatak bromida
nastaju kristali oblika ¢etverostrane bipiramide, dok uz dodatak klorida jedino s ovim metalom
nastaju kristali romboedarskog oblika s poduplanom c osi (a = 81,94A, b= 81,9A, ¢ = 68,26A,
a=90° f=90°,y=120°, tablica 3).

Detaljnijim pregledom baze podataka i ve¢ poznatih kristalnih struktura derivata
inzulina, utvrdeno je kako je nekoliko struktura dosad neopisano te se kreée u poblize
proucavanje njih tri: D5C4, D5SA1 i D7A3. Kristalizacijski uvjeti i fotografije kristala tih triju

struktura izdvojeni su iz Dodatka 1 nalaze se u tablici 4.
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Tablica 4. Kristalizacijski uvjeti i fotografije kristala triju derivata inzulina.

Niklov(IT) derivat  Niklov(II) derivat dljr‘ii’::tﬁlvz(lll{l)n
inzulina (D5C4) inzulina (D5A1) (D7A3)
Izvor metala / pLL
150 150 150
(c=0,15 mol dm™3)*
Citratni pufer / pL
100 100 100
(¢ = 1,0 mol dm™)
Aceton / pLL 100 100 100
Izvor halogenida / pL.
350 50 60
(¢ =5,0 mol dm3)**
Redestilirana voda / pL. 300 600 560
Fotografija ' ’ ‘

* Koristena je sol NiBr» kao izvor nikla kod dobivanje D5C4 i DSA1 te CoCl, - 6H»O kao izvor kobalta kod

dobivanje D7A3.
** Kori$tena je sol NaBr kao izvor bromida kod dobivanja D5C4 i DSA1 te NaCl kao izvor klorida kod dobivanja

D7A3.

Tri gore opisana jedini¢na kristala su zatim podvrgnuta sakupljanju difrakcijskih podataka te
rjeSavanju i uto¢njavaju njihovih struktura. Statistika sakupljenih podataka, procesiranja i

uto¢njavanja nalazi se u tablici 5.
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Tablica 5. Statistika sakupljenih podataka, procesiranja i uto¢njavanja struktura derivata

inzulina. Vrijednosti za vanjsku ljusku nalaze se u zagradama.

Kristalografski
podatci
Kristalni sustav
Prostorna grupa
Valna duljina/ A
Parametri jedini¢ne
celije:
al A
b/ A
c/A

al’
pre
y/®
VA
Jedini¢na Celija
Asimetri¢na jedinica
Raspon rezolucije / A

Rmerge
<[ /o(1)>
Kompletnost podataka /
%
Multiplicitet
Uto¢njavanje
Ruwork / Rfree
Broj atoma proteina /

Niklov(IT) derivat
inzulina (D5C4)

Trigonski
H32
0,99990

45,850
45,850
117,220
90,00
90,00
120,00

18
1
39,08 — 1,23
(1,25-1,23)
0,070 (0,900)
19,1 (3,3)

100,0 (100,0)
16,8 (16,6)

0,1929/0,2511

Niklov(II) derivat
inzulina (D5A1)

Trigonski
H3
0,99990

81,090
81,090
33,751
90,00
90,00
120,00

9
2
40,54 — 1,41
(1,43 - 1,41)
0,097 (0,325)
12,3 (3,6)

100,0 (100,0)
8,1(7,3)

0,1683/0,2196

Kobaltov(Il) derivat
inzulina (D7A3)

Trignoski
H3
0,99990

81,940
81,940
68,261
90,00
90,00
120,00

9
4
40,97 — 1,05
(1,07 — 1,05)
0,093 (0,679)
10,8 (2,1)

100,0 (100,0)
8,2 (6,5)

0,1888/0,2187

. 558 /44 838 /41 1639/ 146
broj atoma otapala
Srednja Vrljzednost B/ 24,392 18,619 15,509
R.M.S.D. od idealne
vrijednosti
Duljine veza / A 0,021 0,016 0,020
Kutovi veza / ° 2,248 2,179 2,309
Geometrija
Povoljan
Ramachandran / % 93,62 97,87 96,28
Nepovoljan
Ramachandran / % 0L B W
Nepovoljni rotameri / % 3,17 0,00 0,53
Ukupni rezultat 2,39 1,05 1,49
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4.2. RjeSavanje i utonjavanje Kristalnih struktura

Rijesene su i1 uto¢njene tri nove kristalne strukture derivata ljudskog inzulina i to: niklov(II)
derivat inzulina (D5C4) uto¢njen do R faktora 19,29% i Riee do 25,11% pri rezoluciji 1,23 A,
niklov(Il) derivat inzulina (D5A1) uto¢njen je do R faktora 16,83% i1 Rfee do 21,96% pri
rezoluciji 1,41 A i kobaltov(Il) derivat inzulina (D7A3) uto¢njen je do R faktora 18,88% i Riree
do 21,87% pri rezoluciji 1,05 A (Tablica 5).

4.2.1. Niklov(Il) derivat inzulina (D5C4)

Niklov(II) derivat inzulina kristaliziran u prisustvu bromidnih iona koncentracije 0,898 mol
dm™ kristalizira u trigonskom sustavu s parametrima jedini¢ne ¢elije a = 45,85 A, b=4585 A,
c=117,22 A, a=90°, B=90°, y = 120° u prostornoj grupi /32. Asimetri¢na jedinica sadrzi
samo lance A 1 B, tj. jedan monomer. Na slici 16 mogu se vidjeti interakcije koje su zasluzne
za stvaranje monomera lanaca A 1 B. Vrste tih interakcija su disulfidni mostovi i vodikove veze.
Disulfidni mostovi su CysA6—CysAll, CysA7—CysB7 i CysA20-CysB19 te se njihove
udaljenosti mogu vidjeti u tablici 6. Vodikove veze su I[leA2-ThrB30, CysA6—LeuB6,
CysA7-HisB5, SerA9—-HisB5 i AsnA21-GlyB23 te se njihove udaljenosti nalaze se u tablici
7.

Thr3o . n

&
-

\

| §

Slika 16. Vodikove veze 1 disulfidni mostovi u monomeru niklovog(Il) derivata inzulina
(D5C4). Plavom bojom je oznaden lanac A, a zelenom bojom lanac B. Zuta crta ozna¢ava
disulfidne mostove CysA6—CysAl1l, CysA7-CysB7 1 CysA20—-CysB19, a crna isprekidana
crta oznacava vodikove veze izmedu lleA2-ThrB30, CysA6—LeuB6, CysA7-HisBS5,
SerA9—-HisB5 i AsnA21-GlyB23.
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Tablica 6. Dislufidni mostovi izmedu lanca A i B. Aminokiseline lanca A Cys6 i1 Cysl1 imaju

dva konformera koji oba tvore disulfidni most razli¢itih duljina.

Lanac A
Aminokiselina [atom]
Cys6 [SG:A]

Cys6 [SG:B]

Lanac A
Aminokiselina [atom]
Cys7 [SG]

Cys20 [SG]

Lanac A .
Aminokiselina [atom] Udaljenost / A
Cysll [SG:A] 2,08
Cysl1 [SG:B] 2,04
Lanac B

Aminokiselina [atom]

Cys7 [SG] 2,12
Cys19 [SG] 2,02

Tablica 7. Vodikove veze koje su zasluzne za nastajanje monomera.

Lanac A
Aminokiselina [atom]
Ile2 [N]

Cys6 [O]

Cys7 [O]

Ser9 [O]

Asn21 [N]

Lanac B .
Aminokiselina [atom] Udaljenost / A
Thr30 [OXT] 2,90
Leu6 [N] 2,89

His5 [ND1] 2,94
His5 [ND1] 2,88
Gly23 [O] 2,91

Dobiveni monomeri zatim se dalje vodikovim vezama izmedu aminokiselina ValB2-LeuB17,

GInB4-TyrB16, TyrB16—GInB4 i LeuB17-ValB2 povezuju u heksamer $to se moze vidjeti na

slici 17 te se u tablici 8 mogu vidjeti njihove udaljenosti.

Tablica 8. Vodikove veze zasluZne za stvaranje heksamera niklovog(II) derivata inzulina

Lanac B
Aminokiselina [atom]

Val2 [N]
GIn4 [OE1]
Tyrl6 [OH]
Leul7 [O]

(D5C4).
Simetrijski lanac B
(simetrijski operator .
Y +1/3,X = 1/3,~Z + 2/3) Udaljenost / A
Aminokiselina [atom]
Leul7 [O] 2,95
Tyrl6 [OH] 2,69
GIn4 [OE1] 2,69
Val2 [N] 2,95
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Slika 17. Vodikove veze u heksameru niklovog(Il) derivata inzulina (D5C4). Plavom bojom
je oznacen lanac A, zelenom bojom lanac B, a siva kuglica predstavlja niklov atom. Vodikove
veze iz lanca B te njegovog simetrijskog lanca (simetrijski operator Y + 1/3, X — 1/3, -Z +
2/3) ValB2-LeuB17, GInB4-TyrB16, TyrB16—GInB4 i LeuB17-ValB2 prikazane su crnom

isprekidanom crtom.

Za usporedbu s ovom strukturom uzeta je struktura 3EXX>? iz baze podataka PDB bududéi da
se ona koristila kao model kod procesa rjeSavanja strukture. Bitno je napomenuti kako se u
asimetri¢noj jedinici strukture 3EXX nalaze lanci A, B, C 1 D tj. dimer inzulina te da je njena
prostorna grupa H3. U istrazivanoj strukturi digira se smjeSta upravo izmedu monomera AB i
CD, odnosno preslikava jedan monomer u drugi. S tim na umu prilikom rjeSavanja strukture,
rucno su se iz modela 3EXX obrisali lanci C 1 D ¢ime ostaju samo lanci A i1 B koji su se koristili
1 za usporedbu. Obje strukture imaju dva niklova iona po heksameru Ts konformacije. Na slici
18 moZe se vidjeti heksamer novo dobivene strukture, a na slici 19 pakiranje u jedini¢noj celiji
novo dobivene strukture te pakiranje u jedini¢noj celiji strukture 3EXX. Iz pakiranja u
jedini¢noj ¢eliji moze se vidjeti kako duz kristalografske osi @ u novo dobivenoj strukturi dolazi
do slojevitog slaganja heksamera Sto kod ve¢ poznate strukture nije slucaj. Takoder, u strukturi
novog derivata inzulina nalazi se 44 molekule vode 1 jedna molekula etilenglikola. Niklovi
atomi, smjesSteni na osi rotacije tre¢eg reda (trigiri), su koordinirani s tri simetrijski ovisna
dusikova atoma iz histidina (His10 iz lanca B) 1 tri kisikova atoma iz triju simetrijski ovisnih

molekula vode.
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Slika 18. Prikaz heksamera niklova(Il) derivata inzulina (D5C4) 1 koordinacije niklova atoma.
Molekule vode su izostavljene radi preglednosti. Niklovi atomi su na slici prikazani kao sive

kuglice jedan iznad drugog.

Slika 19. Prikaz pakiranja u jedini¢noj ¢eliji duz kristalografske osi a novo dobivene strukture

(lijevo) 1 strukture 3EXX (desno). Molekule vode izostavljene su radi preglednosti.

4.2.2. Niklov(ll) derivat inzulina (D5A1)

Sljedeci derivat inzulina takoder je niklov(II) derivat, ali kristaliziran u prisustvu bromidnih
iona koncentracije 0,148 mol dm=. Ovakav derivat inzulina kristalizira isto u trigonskom

sustavu ali u prostornoj grupi H3 $to ga razlikuje od prijasnjeg derivata. U ovoj strukturi nema
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osi rotacije drugog reda (digire) izmedu monomera AB i CD $§to u asimetri¢nu jedinicu smjesta
sva Cetiri lanca tj. jedan dimer. Heksamer ovog derivata inzulina kristaliziran pri niskoj
koncentraciji bromidnih iona je u Ts konformaciji Sto je u skladu s dosad opisanim
strukturama.?~* Na slici 20 (lijevo) nalaze se interakcije u monomeru inzulina tj. izmedu lanaca
A 1 B (disulfidni mostovi CysA6—CysAll, CysA7-CysB7 i CysA20—CysB19 i vodikove veze
GluA4-LysB29, CysA6-LeuB6, CysA7-HisB5, CysAll1-GInB4, TyrA19-PheB25 i
AsnA21-GlyB23). Na slici 20 (desno) nalaze se interakcije u monomeru CD (disulfidni
mostovi CysC6—CysCl11, CysC7-CysD7 1 CysC20—CysD19 i vodikove veze CysC6—LeuD6,
CysC7-HisD5 1 AsnC21-GlyD23). Udaljenosti gore navedenih interakcija nalaze se u
tablicama 9 1 10.

Slika 20. Vodikove veze i disulfidni mostovi u monomeru niklovog(Il) derivata inzulina
(D5A1): monomera AB (lijevo) i monomera CD (desno). Plavom bojom je oznacen lanac A,
zelenom bojom lanac B, naranéastom bojom lanac C, a sivom bojom lanac D. Zuta crta
predstavlja disulfidne mostove CysA6—CysAll, CysA7-CysB7 i CysA20—CysB19 za oba
monomera, a crna isprekidana crta predstavlja vodikove veze GluA4—LysB29,
CysA6—-LeuB6, CysA7-HisB5, CysA11-GInB4, TyrA19—PheB25 1 AsnA21-GlyB23 za
monomer AB 1 vodikove veze CysC6—LeuD6, CysC7-HisD5 1 AsnC21-GlyD23 za monomer
CD.
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Tablica 9. Dislufidni mostovi izmedu lanca A i B te lanaca C 1 D. Aminokiseline lanca C

Cys6 i Cys11 imaju dva konformera koji oba tvore disulfidni most razli¢itih duljina.

Lanac A
Aminokiselina [atom]
Cys6 [SG]

Lanac A
Aminokiselina [atom]
Cys7 [SG]

Cys20 [SG]

Lanac C
Aminokiselina [atom]
Cys6 [SG:A]

Cys6 [SG:B]

Lanac C
Aminokiselina [atom]
Cys7 [SG]

Cys20 [SG]

Lanac A
Aminokiselina [atom]
Cysll1 [SG]

Lanac B
Aminokiselina [atom]
Cys7 [SG]

Cys19 [SG]

Lanac C
Aminokiselina [atom]
Cysl1 [SG:A]

Cysll1 [SG:B]

Lanac D
Aminokiselina [atom]
Cys7 [SG]

Cys19 [SQG]

Udaljenost / A
2,07

2,08
2,05

2,00
1,99

2,05
2,05

Tablica 10. Vodikove veze u monomeru niklovog(Il) derivata inzulina (D5A1). Monomera

Lanac A
Aminokiselina [atom]
Glu4 [OE2]

Cys6 [O]

Cys7 [O]

Cysl1 [O]

Cysll1 [N]

Tyr19 [O]

Asn21 [N]

Lanac C
Aminokiselina [atom]
Cys6 [O]

Cys7 [O]

Asn21 [N]

A-B (iznad) i monomera C—-D (ispod).

Lanac B
Aminokiselina [atom]
Lys29 [N]

Leu6 [N]

His5 [NE2]

GIn4 [N]

GIn4 [O]

Phe25 [N]

Gly23 [O]

Lanac D
Aminokiselina [atom]
Leu6 [N]

His5 [ND1]

Gly23 [O]

Udaljenost / A

2,59
2,80
2,74
2,81
291
3,02
2,96

291
2,76
2,90

Na slici 21 i tablici 11 date su vodikove veze PheB24—TyrD26 i TyrB26—PheD24 zasluZzne za

stvaranje dimera.
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Slika 21. Vodikove veze u dimeru niklovog(II) derivata inzulina (D5A1). Plavom bojom je
oznacen lanac A, zelenom bojom lanac B, naran¢astom bojom lanac C, a sivom bojom lanac
D. Crnom isprekidanom crtom oznaene su vodikove veze PheB24-TyrD26 1

TyrB26—-PheD24.

Tablica 11. Vodikove veze zasluzne za nastajanje dimera niklovog(Il) derivata inzulina

(D5A1).
Lanac B Lanac D .
Aminokiselina [atom] Aminokiselina [atom] Udaljenost / A
Phe24 [N] Tyr26 [O] 2,80
Phe24 [O] Tyr26 [N] 2,91
Tyr26 [N] Phe24 [O] 2,76
Tyr26 [O] Phe24 [N] 2,97

Gore spomenuti dimeri jo$ se dalje povezuju vodikovim vezama u heksamere. Interakcija od
vaznosti je izmedu aminokiselina GInB4—-LeuD17 S§to se moze vidjeti na slici 22, a njena

udaljenost iznosi 2,85 A (tablica 12).

Slika 22. Vodikova veza zasluzna za stvaranje heksamera niklovog(Il) derivata inzulina
(D5AT). Plavom bojom je oznacen lanac A, zelenom bojom lanac B, narancastom bojom
lanac C, a sivom bojom lanac D. Vodikova veza GInB4-LeuD17 oznacena je crnom

isprekidanom crtom.
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Tablica 12. Vodikova veza zasluzna za stvaranje heksamera niklovog(II) derivata inzulina

(D5A1)
Lanac B Lanac D .
Aminokiselina [atom] Aminokiselina [atom] Udaljenost/ A
Gln4 [NE2] Leul7 [O] 2.85

Dobivena struktura veoma je sli¢na strukturi koja se koristila kao model (struktura 3EXX* iz
PDB baze podataka). U obje od navedenih struktura nalaze se dva atoma nikla na trigiri koji su
koordinirani s tri simetrijski ovisna duSikova atoma iz histidina (His10 iz lanca B ili D, ovisno
o kojem od dva niklova atoma se govori) i tri kisika iz triju simetrijski ovisnih molekula vode.
Heksameri oba derivata inzulina su T konformacije. Na slici 23 moze se vidjeti heksamer novo
dobivene strukture i koordinacija niklovog iona (lijevo) i njegovo pakiranje u jedini¢noj ¢eliji
gledano duz kristalografske osi ¢. Takoder, u novo dobivenoj strukturi nalaze se 41 molekula
vode i jedna molekula acetona dok se kod poznate strukture nalazi 151 molekula vode i jedan
natrijev ion. Druga razlika izmedu usporedivanih struktura je ta da je novo dobivena
kristalizirana u prisustvu bromidnih iona dok kod strukture 3EXX nije bilo nikakvog

halogenidnog iona u kristalizacijskom uvjetu.

Slika 23. Prikaz heksamera niklova(Il) derivata inzulina (D5A1) i koordinacije niklova atoma
(lijevo) 1 pakiranja u jedinicnoj Celiji duz kristalografske osi ¢ (desno). Niklovi atomi su na

slici prikazani kao sive kuglice, jedan iznad drugog.

4.2.3. Kobaltov(Il) derivat inzulina (D7A43)

Kobaltov(II) derivat inzulina (D7A3) je kristaliziran u prisustvu kloridnih iona koncentracije

0,248 mol dm=. Ova struktura zanimljiva je ve¢ od preliminarnog snimanja kristala gdje su
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ustanovljeni kristalografski podatci te je uo¢eno duplo produljene kristalografske osi ¢ od
prijasnje strukture, odnosno od klasi¢nih T struktura derivata inzulina.>~* Asimetri¢na jedinica
novo dobivene strukture sadrzi dva dimera: ABCD i EFGH. Disulfidni mostovi kod svih
monomera  su  CysA(C,E,G)6—-CysA(C,E,G)11, CysA(C,E,G)7-CysB(D,F.H)7 1
CysA(C,E,G)20—CysB(D,F,H)19 te se njihove udaljenosti nalaze u tablicama 13 1 15.
Vodikove veze kod nastajanja monomera AB su CysA6-LeuB6, CysA7-HisBS5,
SerA9—-HisB5, AsnA21-GlyB23 1 AsnA21-ArgB22, kod nastajanja monomera CD su
CysC6—LeuD6, CysC7-HisD5, TyrC19—-PheD25 i1 AsnC21-GlyD23, kod nastajanja
monomera EF su GIluE4-LysF29, CysE6-LeuF6, CysE7-HisF5, CysE11-GInF4,
TyrE19-PheF25 i AsnE21-GlyF23, a kod nastajanja monomera GH su GluG4-LysH29,
CysG6—LeuH6, CysG7-HisHS, CysG11-GInH4 i AsnG21-GlyH23. Udaljenosti navedenih

vodikovih veza nalaze se u tablicama 14 1 16 te se takoder sve navedene interakcije nalaze na

slikama 24 1 25.

Slika 24. Vodikove veze i disulfidni mostovi zasluzni za stvaranje monomera AB (lijevo) i
monomera CD (desno) kobaltovog(Il) derivata inzulina (D7A3). Plavom bojom je oznacen
lanac A, zelenom bojom lanac B, naranc¢astom bojom lanac C, a sivom bojom lanac D.
Disulfidni mostovi CysA(C)6—CysA(C)11, Cys A(C)7-CysB(D)7 1 Cys A(C)20—-CysB(D)19
oznaceni su Zutom crtom, a vodikove veze CysA6—LeuB6, CysA7-HisB5, SerA9—-HisBS,
AsnA21-GlyB23 1 AsnA21-ArgB22 za monomer AB 1 vodikove veze CysC6—LeuD6,
CysC7-HisD5, TyrC19—PheD25 i AsnC21-GlyD23 za monomer CD oznacene su crnom

isprekidanom crtom.
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Tablica 13. Dislufidni mostovi izmedu lanaca A i B i lanaca C i D.

Lanac A
Aminokiselina [atom]
Cysb6 [SG]

Lanac A
Aminokiselina [atom]
Cys7 [SG]

Cys20 [SG]

Lanac C
Aminokiselina [atom]
Cys6 [SG]

Lanac C
Aminokiselina [atom]
Cys7 [SG]

Cys20 [SG]

Lanac A
Aminokiselina [atom]
Cysll1 [SG]

Lanac B
Aminokiselina [atom]
Cys7 [SG]

Cys19 [SG]

Lanac C
Aminokiselina [atom]
Cysl1 [SG]

Lanac D
Aminokiselina [atom]
Cys7 [SG]

Cys19 [SG]

Udaljenost / A
2,16

2,07
2,00

2,00

2,04
2,04

Tablica 14. Vodikove veze koje su zasluZne za nastajanje monomera AB i monomera CD

Lanac A
Aminokiselina [atom]
Cys6 [O]

Cys7 [O]

Ser9 [O]

Asn21 [N]

Asn21 [OXT]

Lanac C
Aminokiselina [atom]
Cys6 [O]

Cys7 [O]

Tyrl9 [O]

Asn21 [N]

kobaltovog(Il) derivata inzulina (D7A3).

Lanac B
Aminokiselina [atom]
Leu6 [N]

His5 [ND1]

His5 [ND1]

Gly23 [O]

Arg22 [NH2]

Lanac D
Aminokiselina [atom]
Leu6 [N]

His5 [ND1]

Phe25 [N]

Gly23 [O]

Udaljenost / A

2,82
2,76
2,93
2,98
2,54

2,97
2,83
3,10
3,01
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Slika 25. Vodikove veze i disulfidni mostovi zasluzni za stvaranje monomera EF (lijevo) i

monomera GH (desno) kobaltovog(Il) derivata inzulina (D7A3). Tamno plavom bojom je

oznacen lanac E, tamno zelenom bojom lanac F, tamno crvenom bojom lanac G, a crnom

bojom lanac H. Disulfidni mostovi CysE(G)6—CysE(G)11, Cys E(G)7-CysF(H)7 i Cys

E(G)20-CysF(H)19 oznaceni su zutom crtom, a vodikove veze GluE4—-LysF29,

CysE6-LeuF6, CysE7-HisF5, CysE11-GInF4, TyrE19-PheF25 i AsnE21-GlyF23 za

monomer EF 1 GluG4-LysH29, CysG6—-LeuH6, CysG7-HisH5, CysG11-GInH4 1

AsnG21-GlyH23 za monomer GH su oznacene crnom isprekidanom crtom.

Tablica 15. Dislufidni mostovi izmedu lanaca E i1 F i lanaca G 1 H.

Lanac E
Aminokiselina [atom]
Cys6 [SG]

Lanac E
Aminokiselina [atom]
Cys7 [SG]

Cys20 [SG]

Lanac G
Aminokiselina [atom]
Cys6 [SG]

Lanac G
Aminokiselina [atom]
Cys7 [SG]

Cys20 [SG]

Lanac E
Aminokiselina [atom]
Cysl1 [SG]

Lanac F
Aminokiselina [atom]
Cys7 [SG]

Cys19 [SG]

Lanac G
Aminokiselina [atom]
Cysl1 [SG]

Lanac H
Aminokiselina [atom]
Cys7 [SG]

Cys19 [SG]

Udaljenost / A
2,04

2,12
2,03

2,06

2,08
2,02
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Tablica 16. Vodikove veze koje su zasluzne za nastajanje monomera EF i monomera GH

kobaltovog(Il) derivata inzulina (D7A3).

Lanac E Lanac F .
Aminokiselina [atom] Aminokiselina [atom] Udaljenost / A
Glu4 [OE2] Lys29 [N] 2,57
Cys6 [O] Leu6 [N] 2,86
Cys7 [O] His5 [NE2] 2,73
Cysl1 [N] Gln4 [O] 2,88
Cysll [O] Gln4 [N] 2,83
Tyr19 [O] Phe25 [N] 3,00
Asn21 [N] Gly23 [O] 2,91
Lanac G Lanac H

Aminokiselina [atom] Aminokiselina [atom]

Glu4 [OE2] Lys29 [N] 2,83
Cys6 [O] Leu6 [N] 2,85
Cys7 [O] His5 [NE2] 2,71
Cysl1 [N] Gln4 [O] 2,95
Cysll [O] GIn4 [N] 2,84
Asn21 [N] Gly23 [O] 2,89

Gore navedeni monomeri podlijezu daljnjem povezivanju vodikovim vezama izmedu
aminokiselina PheB(F)24-TyrD(H)26 1 TyrB(F)26—PheD(H)24 ¢ime nastaju dva dimera i to
dimeri ABCD te EFGH. Na slici 26 se nalaze interakcije koje su zasluzne za stvaranje tih dimera

te se u tablici 17 nalaze njihove udaljenosti.

Slika 26. Vodikove veze u dimeru ABCD (gore) 1 EFGH (dolje) kobaltovog(II) derivata
inzulina (D7A3). Plavom bojom je oznaen lanac A, zelenom bojom lanac B, narancastom
bojom lanac C, sivom bojom lanac D, tamno plavom bojom lanac E, tamno zelenom bojom

lanac F, tamno crvenom bojom lanac G, a crnom bojom lanac H. Crnom isprekidanom crtom

oznacene su vodikove veze PheB(F)24-TyrD(H)26 i TyrB(F)26—PheD(H)24.
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Tablica 17. Vodikove veze koje su zasluzne za nastajanje dimera ABCD i dimera EFGH

kobaltovog(Il) derivata inzulina (D7A3).

Lanac B Lanac D .
Aminokiselina [atom] Aminokiselina [atom] Udaljenost / A
Phe24 [N] Tyr26 [O] 3,04
Phe24 [O] Tyr26 [N] 2,88
Tyr26 [N] Phe24 [O] 2,81
Tyr26 [O] Phe24 [N] 3,01
Lanac F Lanac H

Aminokiselina [atom] Aminokiselina [atom]

Phe24 [N] Tyr26 [O] 2,86
Phe24 [O] Tyr26 [N] 2,91
Tyr26 [N] Phe24 [O] 2,92
Tyr26 [O] Phe24 [N] 3,06

Ovako dobivena dva dimera zatim se udruzuju sa svojim simetrijskim lancima ¢ime nastaju dva
heksamera. Vodikove veze zasluZzne za nastajanje oba heksamera su izmedu aminokiselina
TyrB16—GInD4 i LeuB17-ValD2 za heksamer ABCD te TyrF16—GInH4 i LeuF17-GInH4 za
heksamer EFGH (slika 27 i tablica 18).

Slika 27. Vodikove veze zasluZne u heksameru, lanaca ABCD (simetrijski operator Y, X —
Y, Z) (gore) 1 heksamera lanaca EFGH (simetrijski operator =Y — 1, X — Y, Z) (dolje),
kobaltovog(Il) derivata inzulina (D7A3). Plavom bojom je oznacen lanac A, zelenom bojom
lanac B, naran¢astom bojom lanac C, sivom bojom lanac D, tamno plavom bojom lanac E,
tamno zelenom bojom lanac F, tamno crvenom bojom lanac G, a crnom bojom lanac H.
Crnom isprekidanom crtom oznacene su vodikove veze TyrB16—GInD4 i LeuB17-ValD2 za

heksamer ABCD te TyrF16—GInH4 i LeuF17-GInH4 za heksamer EFGH.
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Tablica 18. Vodikove veze zasluzne za stvaranje heksamera lanaca ABCD i heksamera lanaca

EFGH kobaltovog(Il) derivata inzulina (D7A3).

Heksamer lanaca ABCD
Simetrijski lanac D
Lanac B (simetrijski operator .
Ao [ Y, X-Y,Z7) Wik et/ 24
Aminokiselina [atom]
Tyr16 [OH] GIn4 [OE1] 2,60
Leul7 [O] Val2 [N] 2,82
Heksamer lanaca EFGH
Simetrijski lanac H
Lanac F (simetrijski operator
Aminokiselina [atom] -Y-1,X-Y,Z7)
Aminokiselina [atom]
Tyr16 [O] GIn4 [NE2] 2,95
Leul7 [O] GIn4 [NE2] 3,05
Struktura ovog derivata inzulina takoder je nova. Njoj sli¢nih ima u PDB bazi podataka,**** no

s drugacijim metalnim ion u sredi$tu heksamera. Novo dobivena struktura usporeduje se s ve¢
poznatom 3IR0* strukturom. Obje navedene imaju sli¢ne duljine kristalografskih osi $to znaéi
da obje imaju duplo duzu ¢ os u usporedbi s klasi¢nom strukturom derivata inzulina. Takoder
u obje strukture su heksameri inzulina T¢ konformacije. Ono $to ih razlikuje je metal koji se
nalazi u srediStu tih heksamera, a to je bakar kod 31RO strukture i kobalt kod novo dobivene
strukture. Takoder novo dobivena struktura je prostorne grupe H3 s dva dimera u asimetri¢noj
jedinici, a ve¢ poznata struktura je prostorne grupe P3 sa Sest dimera u asimetri¢noj jedinici.
Nasslici 28 lijevo mogu se vidjeti oba heksamera novo dobivene strukture, a pakiranje navedene
strukture gledano duZz kristalografske osi ¢ nalazi se na istoj slici desno. U novo dobivenoj

strukturi pronadeno je 146 molekula vode.
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Slika 28. Prikaz oba heksamera kobaltovog(II) derivata inzulina (D7A3) i koordinacije

kobaltova atoma (lijevo) 1 pakiranja u jedini¢noj ¢eliji duz kristalografske osi ¢ (desno).

Kod svih novo dobivenih struktura, niklovog(Il) derivata inzulina (D5C4), niklovog(II)
derivata inzulina (D5A1) i kobaltovog(Il) derivata inzulina (D7A3), javlja se T¢ konformacija
heksamera $to znaci da se u jednom heksameru nalaze dva metalna iona koji se nalaze na osi
rotacije tre¢eg reda gdje je svaki od njih oktaedarski koordiniran s tri simetrijski ovisna
dusSikova atoma iz histidinskih bo¢nih ogranka (atom NE2 iz aminokiseline His10) i s tri
kisikova atoma iz triju molekula vode. Kako se radi o istoj oktaedarskoj koordinaciji, na slici
29 nalazi se njezin prikaz te se u tablici 19 nalaze udaljenosti za sve navedene strukture.
Prosje¢na udaljenost d(Ni-NE2 His10) kod niklovog(Il) derivata inzulina (D5C4) iznosi 2,05
A dok prosje¢na udaljenost d(Ni-O H>0) iznosi 2,00 A. Prosje¢na udaljenost d(Ni-NE2 His10)
kod niklovog(II) derivata inzulina (D5A1) iznosi 2,10 A dok prosje¢na udaljenost d(Ni-O H,0)
iznosi 2,10 A. Prosje¢na udaljenost d(Ni-NE2 His10) kod kobaltovog(Il) derivata inzulina
(D7A3) iznosi 2,09 A dok prosjeéna udaljenost d(Ni-O H,0) iznosi 2,11 A.
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Slika 29. Koordinacija kobaltova(Il) iona strukture D7A3 u mapi elektronske gustoée 2m#Fo-
DFCc (oznacena plavom bojom). His10 iz lanca B, D, F 1 H te njegove simetrijske
aminokiseline (simetrijski operator X, Y, Z) koordiniraju metalni ion sa svojim NE2 atomom
dusika. Ostala tri koordinacijska mjesta popunjava molekula vode te njene simetrijske
molekule (simetrijski operator X, Y, Z). Kobaltov atom je prikazan kao siva kuglica, kisikovi
atomi iz voda kao crvene kuglice, histidinski bo¢ni ogranak zelenim Stapi¢ima, a njegovi

dusikovi atomi plavim Stapi¢ima.
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Tablica 19. Udaljenosti metalnog iona i vezanih atoma kod svih heksamera svih triju novo

Metalni ion

Nikal [Ni]
Nikal [Ni]

Metalni ion

Nikal [Ni]
Nikal [Ni]

Metalni ion

Nikal [Ni]
Nikal [Ni]

Metalni ion

Kobalt [Co]
Kobalt [Co]

Metalni ion

Kobalt [Co]
Kobalt [Co]

Metalni ion

Kobalt [Co]
Kobalt [Co]

Metalni ion

Kobalt [Co]
Kobalt [Co]

dobivenih struktura.

Niklov(IT) derivat inzulina (D5C4)

Vezani atom
Aminokiselina [atom]
His10 [NE2] — lanac B
H>0 [O]

Niklov(II) derivat inzulina (D5A1)

Vezani atom
Aminokiselina [atom]
His10 [NE2] — lanac B
H>0 [O]

Vezani atom
Aminokiselina [atom]
His10 [NE2] — lanac D
H>0 [O]

Kobaltov(Il) derivat inzulina (D7A3)

Vezani atom
Aminokiselina [atom]
His10 [NE2] — lanac B
H>0 [O]

Vezani atom
Aminokiselina [atom]
His10 [NE2] — lanac D
H>0 [O]

Vezani atom
Aminokiselina [atom]
His10 [NE2] — lanac F
H>0 [O]

Vezani atom
Aminokiselina [atom]
His10 [NE2] — lanac H
H>0 [O]

Udaljenost / A

2,05
2,00

Udaljenost / A

2,09
2,09

2,11
2,10

Udaljenost / A

2,08
2,11

2,09
2,13

2,08
2,11

2,09
2,08
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IzraCunate su povrSine dostupne otapalu kod heksamera te povrSine dostupne otapalu kod
monomera nakon udruzivanja u heksamer koje se nalaze u tablici 20. Njihove sli¢ne vrijednosti
upucuju na podjedanku stabilnost razli¢itih kristalnih formi. Medutim, usporedujuci broj
interakcija odgovornih za udruzivanje molekula inzulina u heksamer moze se uociti da je u
strukturi niklovog(Il) derivat inzulina (D5C4) prisutan najveci broj interakcija (Cetiri vodikove
veze, tablica 8) koje mogu pridonijeti vecoj stabilnosti kompleksa u odnosu na ostala dva
derivata inzulina. Kod kobaltovog(II) derivata inzulina (D7A3) prisutne su dvije vodikove veze
(tablica 18) dok u stvaranju heksamera niklovog(Il) derivata inzulina (D5A1) sudjeluje samo
jedna vodikova veza (tablica 12) ukazuju¢i na najmanju stabilnost ovog derivata inzulina.
Razlicita stabilnost priredenih kristalnih formi derivata inzulina mogla bi imati potencijalnu
terapeutsku primjenu. Heksamer inzulina stabilnije kristalne forme teZze ¢e se razgraditi do
bioloski aktivnog monomera te bi kao takav bio pogodniji za razvoj sporije otpustajuceg
inzulina u lije¢enju dijabetesa, dok bi nestabilniji heksamer bio pogodniji za primjenu u potrebi
brze otpustajuéeg inzulina. Da bi se potkrijepila spomenuta ideja, potrebna su daljnja otopinska

istrazivanja aktivnosti dobivenih razli¢itih formi inzulina.

Tablica 20. Povrsine dostupne otapalu kod heksamera te povrsine dostupne otapalu kod
monomera nakon udruzivanja u heksamer.

Povr§ina dostupna otapalu kod heksamera / A2

Niklov(IT) derivat inzulina (D5C4) 13990
Niklov(IT) derivat inzulina (DSA1) 13370
Kobaltov(Il) derivat inzulina (D7A3) 12840/14390

PovrSina dostupna otapalu kod monomera

nakon udruZivanja u heksamer / A2

Niklov(IT) derivat inzulina (D5C4) 18350
Niklov(IT) derivat inzulina (D5A1) 19790
Kobaltov(Il) derivat inzulina (D7A3) 20150/17690
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§ 5. ZAKLJUCAK

Istrazeni su kristalizacijski uvjeti za nastajanje jedini¢nih kristala niklovih(II), kobaltovih(IT) i
bakrovih(II) derivata ljudskog inzulina u prisustvu razli¢itih koncentracija halogenidnih iona
(kloridi, bromidi i jodidi u rasponu koncentracija 0,148 mol dm= — 1,298 mol dm~>). Dobiveni
su jedinicni kristali bakrovog(II), niklovog(II) i kobaltovog(Il) derivata inzulina u prisustvu
kloridnih 1 bromidnih iona, dok u prisustvu jodidnih iona kristalizacija izostaje ili su nastali
kristali koji nisu zadovoljavajuée kvalitete za difrakcijski eksperiment.

Uvidjelo se da promjenom koncentracije halogenidnih iona dolazi do nastajanja
jedini¢nih kristala razli¢itth morfologija te su difrakcijskom analizom odredeni razliciti
parametri jedini¢ne ¢elije. Kod koncentracije bromida od 0,148 mol dm™ nastali su jedini¢ni
kristali morfologije nepravilne Cetverostrane prizme koji kristaliziraju u trigonskom sustavu u
prostornoj grupi H3. Poveéanjem koncentracije bromidnih iona u rasponu 0,848 — 0,898 mol
dm dolazi do promjene morfologije kristala u nepravilne spljostene heksagonske prizme.
Pokazalo se da ti kristali kristaliziraju takoder u trigonskom sustavu, ali u prostornoj grupi H32.
Dodatnim pove¢anjem koncentracije bromidnih iona do 1,148 mol dm™ nastaju kristali
morfologije Cetverostrane bipiramide. Za navedene kristale je pokazano da kristaliziraju u
tetragonskom sustavu u prostornoj grupi P4,2:2. Ovakva kategorizacija, u prisustvu bromidnih
iona, vrijedi samo kod niklovih(II) derivata inzulina, budu¢i da kod kobaltovih(II) derivata
inzulina izostaju kristali u obliku nepravilnih spljoStenih heksagonskih prizmi. Takoder, gore
opisan trend ne pojavljuje se ni kod derivata kristaliziranih u prisustvu kloridnih iona. Ovisno
o metalu s kojim se provodi kristalizacija, izostaju ili kristali morfologije nepravilnih
spljostenih heksagonskih prizmi (kobalt) ili morfologije Cetverostranih bipiramida (nikal).
Dodatno se jos§ samo kod kobaltovih(II) derivata inzulina uz prisustvo kloridnih iona (¢ = 0,248
mol dm) javlja kristal morfologije nepravilne &etverostrana prizme ¢&ija se duljina
kristalografske osi ¢ duplo produljila. Kod bakrovih(II) derivata inzulina nastaje amorfni talog,
pri nizim koncentracijama halogenidnih iona, 1 kristali u obliku ¢etverostranih bipiramida, pri

viSim koncentracijama halogenidnih iona.
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Za strukturno istrazivanje odabrana su tri jedini¢na kristala: niklov(Il) derivat inzulina
(D5AT1) kristaliziran pri niskoj koncentraciji bromidnih iona (¢ = 0,148 mol dm~?), kobaltov(II)
derivat inzulina (D7A3) kristaliziran pri niskoj koncentraciji kloridnih iona (¢ = 0,248 mol
dm) te niklov(II) derivat inzulina (D5C4) kristaliziran pri vi§oj koncentraciji bromidnih iona
(c = 0,898 mol dm™).

Niklov(II) derivat inzulina (D5C4) je Ts heksamer koji u asimetri¢noj jedinici sadrzi
samo monomer AB te je po prvi puta opisana takva struktura inzulina. Niklov(Il) derivat
ljudskog inzulina (D5AT1) takoder je T¢ konfomer, koji u asimetricnoj jedinici sadrzi jedan
dimer ABCD. Sli¢na struktura postoji u PDB bazi podataka, no drugaciji su kristalizacijski
uvjeti pri kojima nastaju kristali navedenog niklovog(Il) derivata inzulina. Kobaltov(II) derivat
inzulina (D7A3) je takoder Ts konformer, no zanimljivost oko ove strukture je da je
kristalografska os ¢ duplo veca te da se sadrzaj asimetri¢ne jedinice duplo povecava u odnosu
na prethodnu strukturu $to znaci da su u njoj sadrzana dva dimera (ABCD 1 EFGH). U literaturi
su opisane sli¢ne strukture derivata inzulina koje sadrze cink ili bakar kao sredis$nji metalni ion,
ali su kristali nastali u razli¢itim kristalnim sustavima.>**°

Proucene su interakcije koje dovode do stvaranja monomera, dimera i heksamera novih
derivata inzulina. Sve opisane strukture tvore heksamer u kojem je metalni ion (Ni/Co)
oktaedarski koordiniran s tri simetrijski ovisna dusikova atoma iz histidinskih bo¢nih ogranka
(atom NE2 iz aminokiseline His10) 1 s tri kisikova atoma iz triju molekula vode. Najveci broj
interakcija koje sudjeluju u udruzivanju molekula inzulina u heksamer je prisutan u strukturi
niklovog(II) derivat inzulina (D5C4) koje mogu doprinijeti najvecoj stabilnosti ovog heksamera
inzulina u odnosu na ostala dva derivata inzulina. Tako priredene kristalne forme derivata
inzulina razli¢ite stabilnosti mogle bi imati potencijalnu primjenu u razvoju terapeutskih

pripravaka inzulina razli€itih svojstava (brzo 1 sporo otpustajuceg) u lijeenju dijabetesa.
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§7. DODATAK

Tablica D1. Kristalizacijski uvjeti i fotografije produkata kristalizacije bakrovog(Il) derivata

inzulina u prisustvu kloridnih iona. U svakom kristalizacijskom uvjetu slika lijeva predstavlja

inzulin proizvodac¢a Novo Nordisk. Ako uvjet nema fotografiju, znaci da je kapljica ostala

bistra.
1 2 3

150 pL CuCl, 150 pL CuClz 150 pL CuCly

100 pL pufer 100 pL pufer 100 pL pufer
100 pL aceton 100 pL aceton 100 pL aceton

50 uL NaCl 70 uL NaCl 90 uL NaCl

A 600 uL voda 580 pL voda 560 uL voda
150 pL CuCl, 150 pL CuCly 150 pL CuCly

100 pL pufer 100 pL pufer 100 pL pufer
100 pL aceton 100 pL aceton 100 pL aceton

170 pL NaCl 190 puL NaCl 210 pL NaCl

B 480 pL voda 460 u‘I;E voda 440 pL voda

L

150 uL CuCl, 150 pL CuCl, 150 pL CuCl,

100 pL pufer 100 pL pufer 100 pL pufer
100 pL aceton 100 pL aceton 100 pL aceton

290 puL NaCl 310 puL NaCl 330 uL NaCl

C 360 puL voda 340 uL voda 320 pL voda
150 puL CuCl, 150 puL CuCl, 150 pL CuCl,

100 pL pufer 100 pL pufer 100 pL pufer
100 pL aceton 100 pL aceton 100 pL aceton

410 pL NaCl 430 pL NaCl 450 pL NaCl

D 240 pL voda 220 pL voda 200 pL voda
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§ 7. Dodatak

Xvi

Nastavak tablice D1.
4 5 6

150 puL CuCl, 150 pL CuCl, 150 pL CuCl,

100 pL pufer 100 pL pufer 100 pL pufer
100 pL aceton 100 pL aceton 100 pL aceton

110 pL NaCl 130 pL NaCl 150 pL NaCl

A 540 pL voda 520 pL voda 500 puL voda

d .

150 uL CuCl, 150 uL CuCl, 150 puL CuCl,

100 pL pufer 100 pL pufer 100 pL pufer
100 pL aceton 100 pL aceton 100 pL aceton

230 pL NaCl 250 puL NaCl 270 pL NaCl

B 420 pL voda 400 pL voda 380 uL voda

j s

150 uL CuCl, 150 uL CuCly 150 puL CuCl,

100 pL pufer 100 pL pufer 100 pL pufer
100 pL aceton 100 uL aceton 100 pL aceton

350 pL NacCl 370 pL NaCl 390 pL NaCl

C 300 uL voda 280 pL voda 260 uL voda
150 uL CuCl, 150 pL CuCl, 150 pL CuCl,

100 pL pufer 100 pL pufer 100 pL pufer

100 pL aceton 100 pL aceton 100 pL aceton

470 uL NaCl 490 uL NaCl 510 puL NaCl

D 180 uL voda 160 puL voda 140 pL voda

y (Zn-free inzulin) = 7,5 mg / mL (inzulin otopljen u 0,02 mol dm™ HCI)
¢ (CuClz) = 0,15 mol dm™>

c (citratni pufer) = 1 mol dm=>, pH = 6,4

¢ (NaCl) = 5 mol dm™
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§ 7. Dodatak xvii

Tablica D2. Kristalizacijski uvjeti i fotografije produkata kristalizacije bakrovog(Il) derivata
inzulina u prisustvu bromidnih iona. U svakom kristalizacijskom uvjetu slika lijeva
predstavlja inzulin proizvodaca Novo Nordisk. Ako uvjet nema fotografiju, znaci da je

kapljica ostala bistra.

1 2 3
150 pLL CuBr» 150 pL CuBr» 150 pL CuBr,
100 uL pufer 100 uL pufer 100 pL pufer
100 uL aceton 100 uL aceton 100 pL aceton
50 uL NaBr 70 uL NaBr 90 uL NaBr
600 pL voda 580 pL voda 560 pL voda
[

150 pLL CuBr; 150 pL CuBr» 150 pL CuBr,
100 pL pufer 100 pL pufer 100 pL pufer
100 uL aceton 100 uL aceton 100 pL aceton
170 pL NaBr 190 uL NaBr 210 uL NaBr

480 uL voda

460 pL voda

150 pL CuBr»

440 pL voda

150 pL CuBr; 150 pL CuBr;
100 pL pufer 100 pL pufer 100 pL pufer
100 uL aceton 100 pL aceton 100 pL aceton
290 puL NaBr 310 pL NaBr 330 puL NaBr
360 uL voda 340 uL voda 320 uL voda

150 pL CuBr; 150 pL CuBr; 150 pL CuBr,
100 pL pufer 100 pL pufer 100 pL pufer
100 pL aceton 100 pL aceton 100 pL aceton
410 pL NaBr 430 pL NaBr 450 pL NaBr
240 uL voda 220 pL voda 200 pL voda
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xviii

Nastavak tablice D2.
4 5 6

150 uL CuBr, 150 pL CuBr; 150 pL CuBr;

100 pL pufer 100 pL pufer 100 pL pufer

100 pL aceton 100 pL aceton 100 pL aceton

110 uL NaBr 130 pL NaBr 150 pL NaBr

A 540 pL voda 520 pL voda 500 uL voda
150 uL CuBr, 150 puL CuBr; 150 uL CuBr,

100 pL pufer 100 pL pufer 100 pL pufer

100 pL aceton 100 pL aceton 100 pL aceton

230 uL NaBr 250 pL NaBr 270 pL NaBr

B 420 pL voda 400 pL voda 380 pL voda
150 puL CuBr, 150 uL CuBr, 150 puL CuBr,

100 pL pufer 100 pL pufer 100 pL pufer
100 pL aceton 100 pL aceton 100 pL aceton

350 pL NaBr 370 uL NaBr 390 pL NaBr

C 300 uL voda 280 pL voda 260 uL voda
150 puL CuBr, 150 pL CuBr; 150 pL CuBr,

100 pL pufer 100 pL pufer 100 pL pufer
100 pL aceton 100 pL aceton 100 pL aceton

470 uL NaBr 490 uL NaBr 510 pL NaBr

D 180 uL voda 160 puL voda 140 pL voda

L

y (Zn-free inzulin) = 7,5 mg / mL (inzulin otopljen u 0,02 mol dm~ HBr)
¢ (CuBr2) =0,15 mol dm™>

c (citratni pufer) = 1 mol dm=>, pH = 6,4
¢ (NaBr) = 5 mol dm™>
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§ 7. Dodatak Xix

Tablica D3. Kristalizacijski uvjeti i fotografije produkata kristalizacije bakrovog(Il) derivata
inzulina u prisustvu jodidnih iona. U svakom kristalizacijskom uvjetu slika lijeva predstavlja

inzulin proizvodaca Novo Nordisk. Ako uvjet nema fotografiju, znaci da je kapljica ostala

bistra.
1 2 3
150 pL Cu(CH3COO); - H,O 150 uL Cu(CH3COO), - H,O 150 pL Cu(CH3COO); - H,O
100 pL pufer 100 uL pufer 100 pL pufer
100 pL aceton 100 pL aceton 100 pL aceton
50 pL Nal 70 uL Nal 90 puL Nal
600 uL voda 580 uL voda 560 uL voda
150 pL Cu(CH3COO), - H,O 150 uL Cu(CH3COO), - H,O 150 pL Cu(CH3COO), - H,O
100 pL pufer 100 pL pufer 100 pL pufer
100 pL aceton 100 pL aceton 100 pL aceton
170 pL Nal 190 pL Nal 210 pL Nal
480 uL voda 460 pL voda 440 pL voda
150 uL Cu(CH5COO); - H2O 150 pL Cu(CH;COO), - H,O 150 pL Cu(CH3COO), - H,O
100 pL pufer 100 pL pufer 100 pL pufer
100 pL aceton 100 pL aceton 100 pL aceton
290 pL Nal 310 pL Nal 330 pL Nal
360 uL voda 340 uL voda 320 uL voda
150 uL Cu(CH5COO); - H,O 150 pL Cu(CH;COO), - H,O 150 pL Cu(CH3COO), - H,O

100 pL pufer
100 pL aceton
410 pL Nal
240 uL voda

100 pL pufer
100 pL aceton
430 pL Nal
220 pL voda

100 pL pufer
100 pL aceton
450 pL Nal
200 pL voda
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Nastavak tablice D3.
4 5 6
150 pL Cu(CH;COO0), - H,O 150 pL Cu(CH3COO); - H,O 150 pL Cu(CH3COO); - H,O
100 pL pufer 100 pL pufer 100 pL pufer
100 pL aceton 100 pL aceton 100 pL aceton
110 puL Nal 130 puL Nal 150 pL Nal
A 540 pL voda 520 pL voda 500 pL voda

/i

150 uL Cu(CH3;COO); - H,O
100 pL pufer
100 pL aceton
230 pL Nal
420 pL voda

150 pL Cu(CH;COO), - H,O
100 pL pufer
100 uL aceton
350 pL Nal
C 300 uL voda

150 pL Cu(CH;COO), - H,O
100 pL pufer
100 uL aceton
470 uL Nal
180 pL voda

150 uL Cu(CHs;COO), - H,O
100 pL pufer
100 pL aceton
250 pL Nal
400 pL voda

150 pL Cu(CH;COO), - H,O
100 pL pufer
100 uL aceton
370 pL Nal
280 pL voda

150 pL Cu(CH;COO), - H,O
100 pL pufer
100 pL aceton
490 uL Nal
160 pL voda

150 pLL Cu(CH3COO); - H,O
100 pL pufer
100 pL aceton
270 pL Nal
380 pL voda

150 pL Cu(CH;COO0); - H,O
100 pL pufer
100 pL aceton
390 pL Nal
260 pL voda

150 pL Cu(CH;COO0); - H,O
100 pL pufer
100 pL aceton
510 pL Nal
140 pL voda

y (Zn-free inzulin) = 7,5 mg / mL (inzulin otopljen u 0,02 mol dm= HI)
¢ (Cu(CH3COO0); - H>0) = 0,15 mol dm™3
c (citratni pufer) = 1 mol dm=, pH = 6,4

¢ (Nal) = 5 mol dm™?
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§ 7. Dodatak xxi

Tablica D4. Kristalizacijski uvjeti i fotografije produkata kristalizacije niklovog(Il) derivata
inzulina u prisustvu kloridnih iona. U svakom kristalizacijskom uvjetu slika lijeva predstavlja

inzulin proizvodac¢a Novo Nordisk. Ako uvjet nema fotografiju, znaci da je kapljica ostala

bistra.
1 2 3
150 uL NiCl, - 6 H,O 150 puL NiCl, - 6 H,O 150 uL NiCl, - 6 H,O
100 pL pufer 100 uL pufer 100 pL pufer
100 pL aceton 100 pL aceton 100 pL aceton
50 pL NaCl 70 uL NaCl 90 uL NaCl
A 600 puL voda 580 uL voda 560 uL voda
150 pL NiCL - 6 H,O 150 pL NiCl; - 6 H,O 150 pL NiCL - 6 H,O
100 pL pufer 100 pL pufer 100 pL pufer
100 pL aceton 100 pL aceton 100 pL aceton
170 uL NaCl 190 pL NaCl 210 uL NaCl
B r 480 uL voda 460 pL voda 440 uL voda
e ] e
Rk
150 pL NiCl; - 6 H,O 150 uL NiCl; - 6 H,O 150 pL NiCl; - 6 H,O
100 pL pufer 100 pL pufer 100 pL pufer
100 pL aceton 100 pL aceton 100 pL aceton
290 puL NaCl 310 puL NaCl 330 uL NaCl
C 360 uL voda 340 uL voda 320 pL voda
‘--'-t
150 uL NiCl; - 6 H,O 150 puL NiCl; - 6 H,O 150 pL NiCl; - 6 H,O
100 pL pufer 100 pL pufer 100 pL pufer
100 pL aceton 100 pL aceton 100 pL aceton
410 pL NaCl 430 pL NaCl 450 pL NaCl
D 240 pL voda 220 pL voda 200 pL voda
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Nastavak tablice D4.
4 5 6
150 pL NiCl, - 6 H,O 150 puL NiCl, - 6 H,O 150 pL NiCl, - 6 H,O
100 pL pufer 100 pL pufer 100 pL pufer
100 pL aceton 100 pL aceton 100 pL aceton
110 pL NaCl 130 puL NaCl 150 puL NaCl

A 540 pL voda 520 pL voda 500 pL voda

150 uL NiCl, - 6 H,O 150 pL NiCl, - 6 H,O 150 uL NiCl, - 6 H,O
100 uL pufer 100 pL pufer 100 pL pufer
100 pL aceton 100 pL aceton 100 pL aceton
230 pL NaCl 250 puL NaCl 270 puL NaCl
B 420 uL voda 400 pL voda 380 uL voda
150 pL NiCL - 6 H,O 150 pL NiCl; - 6 H,O 150 uL NiClL; - 6 H,O
100 pL pufer 100 pL pufer 100 pL pufer
100 uL aceton 100 pL aceton 100 pL aceton
350 pL NacCl 370 pL NaCl 390 pL NaCl
C 300 puL voda 280 pL voda 260 pL voda
150 uL NiCl, - 6 HO 150 puL NiCl, - 6 HO 150 uL NiCl, - 6 HO
100 pL pufer 100 pL pufer 100 pL pufer
100 pL aceton 100 pL aceton 100 pL aceton
470 uL NaCl 490 uL NaCl 510 uL NaCl
D 18 L_ voda 160 puL voda 140 pL voda

y (Zn-free inzulin) = 7,5 mg / mL (inzulin otopljen u 0,02 mol dm= HCI)
¢ (NiClz - 6 H,0) = 0,15 mol dm™

c (citratni pufer) = 1 mol dm=>, pH = 6,4

c (NaCl) = 5 mol dm™
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§ 7. Dodatak xxiii

Tablica D5. Kristalizacijski uvjeti i fotografije produkata kristalizacije niklovog(Il) derivata
inzulina u prisustvu bromidnih iona. U svakom kristalizacijskom uvjetu slika lijeva
predstavlja inzulin proizvodaca Novo Nordisk. Ako uvjet nema fotografiju, znaci da je

kapljica ostala bistra.

1 2 3
150 pL NiBr; 150 puL NiBr; 150 puL NiBr;
100 pL pufer 100 uL pufer 100 pL pufer
100 pL aceton 100 pL aceton 100 pL aceton
50 uL NaBr 70 uL NaBr 90 uL NaBr
A 600 pL voda 580 pL voda 560 pL voda

150 pL NiBr, 150 pL NiBr, 150 uL NiBr;
100 pL pufer 100 pL pufer 100 pL pufer
100 pL aceton 100 pL aceton 100 pL aceton
170 pL NaBr 190 pL NaBr 210 uL NaBr
B 480 uL voda 460 pL voda 440 uL voda

150 pL NiBr; 150 pL NiBr, 150 pL NiBr;
100 pL pufer 100 pL pufer 100 pL pufer
100 pL aceton 100 pL aceton 100 pL aceton
290 puL NaBr 310 pL NaBr 330 pL NaBr
C 360 uL voda 340 uL voda 320 uL voda

150 pL NiBr; 150 puL NiBr; 150 pL NiBr,
100 pL pufer 100 pL pufer 100 pL pufer
100 pL aceton 100 pL aceton 100 pL aceton
410 pL NaBr 430 pL NaBr 450 pL NaBr
D 240 uL voda 220 pL voda 200 puL voda
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Nastavak tablice DS.
4 5 6

150 pL NiBr, 150 puL NiBr; 150 pL NiBr,

100 pL pufer 100 pL pufer 100 pL pufer
100 pL aceton 100 pL aceton 100 pL aceton

110 pL NaBr 130 pL NaBr 150 pL NaBr

A 540 pL voda 520 pL voda 500 uL voda
150 pL NiBr; 150 uL NiBr; 150 puL NiBr;

100 pL pufer 100 pL pufer 100 pL pufer
100 pL aceton 100 pL aceton 100 pL aceton

230 pL NaBr 250 pL NaBr 270 pL NaBr

B 420 pL voda 400 pL voda 380 pL voda

150 uL NiBr, 150 uL NiBr; 150 uL NiBr;
100 pL pufer 100 pL pufer 100 pL pufer
100 pL aceton 100 uL aceton 100 pL aceton
350 puL NaBr 370 uL NaBr 390 pL NaBr
C 300 puL voda 280 pL voda 260 uL voda
150 uL NiBr, 150 uL NiBr; 150 puL NiBr»
100 pL pufer 100 pL pufer 100 pL pufer
100 pL aceton 100 pL aceton 100 pL aceton
470 uL NaBr 490 uL NaBr 510 pL NaBr
D 180 uL voda 160 pL voda 140 pL voda

- ¥ --

y (Zn-free inzulin) = 7,5 mg / mL (inzulin otopljen u 0,02 mol dm~> HBr)
¢ (NiBr2) = 0,15 mol dm™>
c (citratni pufer) = 1 mol dm=>, pH = 6,4
¢ (NaBr) = 5 mol dm™>
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§ 7. Dodatak

XXv

Tablica D6. Kristalizacijski uvjeti i fotografije produkata kristalizacije niklovog(Il) derivata

inzulina u prisustvu jodidnih iona. U svakom kristalizacijskom uvjetu slika lijeva predstavlja

inzulin proizvodac¢a Novo Nordisk. Ako uvjet nema fotografiju, znaci da je kapljica ostala

bistra.
1 2
150 pL Nil, 150 pL Nil,
100 pL pufer 100 uL pufer
100 pL aceton 100 pL aceton
50 pL Nal 70 pL Nal
A 600 uL voda 580 pL voda

150 pL Nil, 150 pL Nil,
100 pL pufer 100 pL pufer
100 pL aceton 100 pL aceton
170 puL Nal 190 pL Nal
B 480 uL voda 460 uL voda

150 pL Nil, 150 pL Nil,

100 pL pufer 100 pL pufer

100 pL aceton 100 pL aceton
290 pL Nal 310 pL Nal

C 360 uL voda 340 uL voda
150 pL Nil, 150 pL Nil,

100 pL pufer 100 pL pufer

100 pL aceton 100 pL aceton
D 410 pL Nal 430 pL Nal
240 pL voda 220 pL voda

3
150 pL Nil,
100 pL pufer
100 pL aceton
90 pL Nal
560 uL voda

150 pL Nil,
100 pL pufer
100 pL aceton

210 pL Nal
440 uL voda

150 pL Nil,
100 pL pufer
100 pL aceton
330 pL Nal
320 uL voda

150 pL Nil,
100 pL pufer
100 pL aceton
450 pL Nal
200 puL voda
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Nastavak tablice D6.
4 5 6
150 pL Nil, 150 pL Nil, 150 pL Nil,
100 pL pufer 100 pL pufer 100 pL pufer
100 pL aceton 100 pL aceton 100 pL aceton
110 pL Nal 130 pL Nal 150 pL Nal
A 540 uL voda 520 pL voda 500 pL voda
150 pL Nil, 150 pL Nil, 150 pL Nil,
100 pL pufer 100 pL pufer 100 pL pufer
100 pL aceton 100 pL aceton 100 pL aceton
230 pL Nal 250 pL Nal 270 pL Nal
B 420 pL voda 400 pL voda 380 pL voda
150 pL Nil, 150 pL Nil, 150 pL Nil,
100 pL pufer 100 pL pufer 100 pL pufer
100 pL aceton 100 pL aceton 100 pL aceton
C 350 pL Nal 370 pL Nal 390 pL Nal
300 uL voda 280 uL voda 260 pL voda
150 pL Nil, 150 pL Nil, 150 pL Nil,
100 pL pufer 100 pL pufer 100 pL pufer
100 pL aceton 100 pL aceton 100 pL aceton
D 470 pL Nal 490 uL Nal 510 pL Nal
180 uL voda 160 puL voda 140 pL voda

y (Zn-free inzulin) = 7,5 mg / mL (inzulin otopljen u 0,02 mol dm= HI)

¢ (Nil) = 0,15 mol dm™

c (citratni pufer) = 1 mol dm=, pH = 6,4

¢ (Nal) = 5 mol dm™
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§ 7. Dodatak XXxvii

Tablica D7. Kristalizacijski uvjeti i fotografije produkata kristalizacije kobaltovog(Il) derivata
inzulina u prisustvu kloridnih iona. U svakom kristalizacijskom uvjetu slika lijeva predstavlja

inzulin proizvodac¢a Novo Nordisk. Ako uvjet nema fotografiju, znaci da je kapljica ostala

bistra.
1 2 3
150 uL CoCl; - 6 H,O 150 uL CoCl; - 6 H,O 150 pL CoCl; - 6 H,O
100 pL pufer 100 uL pufer 100 pL pufer
100 pL aceton 100 pL aceton 100 pL aceton
50 pL NaCl 70 uL NaCl 90 uL NaCl
A 600 pL voda 580 pL voda 560 uL voda

150 pL CoCl; - 6 H,O 150 pL CoCl; - 6 H,O 150 pL CoCl; - 6 H2O
100 pL pufer 100 pL pufer 100 pL pufer
100 pL aceton 100 pL aceton 100 pL aceton
170 uL NaCl 190 pL NaCl 210 uL NaCl
B 480 uL voda 460 pL voda

440 uL voda

-

150 pL CoCl; - 6 H,O 150 pL CoCl; - 6 H,O 150 pL CoCl; - 6 H,O
100 pL pufer 100 pL pufer 100 pL pufer
100 pL aceton 100 pL aceton 100 pL aceton
290 puL NaCl 310 puL NaCl 330 uL NaCl
C 360 uL voda 340 uL voda 320 pL voda

P

150 uL CoCl; - 6 H,O 150 pL CoCl; - 6 H,O 150 puL CoCl; - 6 H,O
100 pL pufer 100 pL pufer 100 pL pufer
100 pL aceton 100 pL aceton 100 pL aceton
410 pL NaCl 430 uL NaCl 450 pL NaCl

D 240 pL voda | 220 pL voda 200 pL voda
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Nastavak tablice D7.
4 5 6
150 pL CoCl; - 6 H,O 150 pL CoCl; - 6 HO 150 pL CoCl; - 6 H2O
100 pL pufer 100 pL pufer 100 pL pufer
100 pL aceton 100 pL aceton 100 pL aceton
110 pL NaCl 130 pL NaCl 150 pL NaCl
A 540 uL voda 520 uL voda 500 pL voda
150 uL CoCl; - 6 H,O 150 uL CoCl; - 6 H,O 150 pL CoCl; - 6 H,O
100 pL pufer 100 pL pufer 100 pL pufer
100 pL aceton 100 pL aceton 100 pL aceton
230 pL NaCl 250 puL NaCl 270 pL NaCl
B 420 pL voda 400 pL voda 380 uL voda
150 pL CoCl; - 6 H,O 150 pL CoCl; - 6 H,O 150 pL CoCl; - 6 H2O
100 pL pufer 100 pL pufer 100 pL pufer
100 pL aceton 100 pL aceton 100 pL aceton
350 pL NacCl 370 pL NaCl 390 pL NaCl
C 300 puL voda 280 pL voda 260 puL voda
150 uL CoCl; - 6 H,O 150 uL CoCl; - 6 H,O 150 puL CoCl; - 6 H,O
100 pL pufer 100 pL pufer 100 pL pufer
100 pL aceton 100 pL aceton 100 pL aceton
470 uL NaCl 490 uL NaCl 510 puL NaCl
D 180 uL voda 160 pL voda 140 pL voda
T v

y (Zn-free inzulin) = 7,5 mg / mL (inzulin otopljen u 0,02 mol dm= HCI)
¢ (CoCls - 6 H20) = 0,15 mol dm™

c (citratni pufer) = 1 mol dm=>, pH = 6,4

c (NaCl) = 5 mol dm™
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§ 7. Dodatak Xxix

Tablica DS. Kristalizacijski uvjeti i fotografije produkata kristalizacije kobaltovog(Il) derivata
inzulina u prisustvu bromidnih iona. U svakom kristalizacijskom uvjetu slika lijeva
predstavlja inzulin proizvodaca Novo Nordisk. Ako uvjet nema fotografiju, znaci da je

kapljica ostala bistra.

1 2 3
150 pLL CoBr» 150 pL CoBr» 150 uL CoBr»
100 uL pufer 100 pL pufer 100 pL pufer
100 uL aceton 100 uL aceton 100 pL aceton
50 uL NaBr 70 uL NaBr 90 uL NaBr
600 pL voda 580 pL voda 560 uL voda

150 pLL CoBr» 150 pL CoBr» 150 pL CoBr»
100 pL pufer 100 pL pufer 100 pL pufer
100 uL aceton 100 uL aceton 100 pL aceton
170 uL NaBr 190 puL NaBr 210 uL NaBr
480 uL voda 460 uL voda 440 uL voda
50 pL CoBr2 150 pL CoBr> 150 pL CoBr,
100 pL pufer 100 pL pufer 100 pL pufer
100 uL aceton 100 uL aceton 100 pL aceton
290 uL NaBr 310 pL NaBr 330 pL NaBr
360 uL voda 340 pL voda 320 pL voda
150 pL CoBr; 150 pL CoBr; 150 pL CoBr;
100 pL pufer 100 pL pufer 100 pL pufer
100 pL aceton 100 pL aceton 100 pL aceton
410 pL NaBr 430 puL NaBr 450 pL NaBr
240 pL voda 220 uL voda 200 puL voda
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XXX

Nastavak tablice DS.
4 5 6

150 pL CoBr; 150 pL CoBr> 150 pL CoBr;

100 pL pufer 100 pL pufer 100 pL pufer

100 pL aceton 100 pL aceton 100 pL aceton

110 pL NaBr 130 pL NaBr 150 pL NaBr

A 540 pL voda 520 pL voda 500 pL voda
150 uL CoBr; 150 pL CoBr» 150 pL CoBr»

100 pL pufer 100 pL pufer 100 pL pufer
100 pL aceton 100 pL aceton 100 pL aceton

230 pL NaBr 250 pL NaBr 270 pL NaBr

B 420 pL voda 400 pL voda 380 pL voda
150 uL CoBr; 150 pL CoBr» 150 pL CoBr;

100 pL pufer 100 pL pufer 100 pL pufer
100 pL aceton 100 uL aceton 100 pL aceton

350 puL NaBr 370 uL NaBr 390 pL NaBr

C 300 puL voda 280 pL voda 260 pL voda
150 uL CoBr; 150 pL CoBr» 150 pL CoBr;

100 pL pufer 100 pL pufer 100 pL pufer
100 pL aceton 100 pL aceton 100 pL aceton

470 uL NaBr 490 uL NaBr 510 pL NaBr

D 180 uL voda 160 puL voda 140 pL voda

<

y (Zn-free inzulin) = 7,5 mg / mL (inzulin otopljen u 0,02 mol dm~ HBr)
¢ (CoBr2) =0,15 mol dm™>

c (citratni pufer) = 1 mol dm=>, pH = 6,4

¢ (NaBr) = 5 mol dm™>
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xxxi

Tablica D9. Kristalizacijski uvjeti i fotografije produkata kristalizacije kobaltovog(Il) derivata

inzulina u prisustvu jodidnih iona. U svakom kristalizacijskom uvjetu slika lijeva predstavlja

inzulin proizvodaca Novo Nordisk. Ako uvjet nema fotografiju, znaci da je kapljica ostala

1
150 uL Col,
100 pL pufer
100 pL aceton
50 pL Nal
600 uL voda

150 pL Col,
100 pL pufer
100 pL aceton
170 puL Nal
480 uL voda

150 uL Col,

100 pL pufer
100 pL aceton
290 pL Nal
360 uL voda

150 uL Col,
100 pL pufer
100 pL aceton
410 pL Nal
240 pL voda

2
150 pL Col,
100 pL pufer
100 pL aceton
70 pL Nal
580 uL voda

150 pL Col,
100 pL pufer
100 pL aceton

190 pL Nal
460 pL voda

150 pL Col,
100 pL pufer
100 pL aceton

310 pL Nal
340 uL voda

150 pL Col,
100 pL pufer
100 pL aceton
430 pL Nal
220 pL voda

3
150 uL Col,
100 pL pufer
100 pL aceton
90 pL Nal
560 uL voda

150 pL Col,
100 pL pufer
100 pL aceton

210 pL Nal
440 uL voda

150 pL Col,
100 pL pufer
100 pL aceton

330 pL Nal
320 uL voda

150 pL Col;
100 pL pufer
100 pL aceton
450 pL Nal
200 pL voda
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Nastavak tablice D9.
4 5 6
150 pL Col, 150 uL Col, 150 pL Col,
100 pL pufer 100 pL pufer 100 pL pufer
100 pL aceton 100 pL aceton 100 pL aceton
110 pL Nal 130 pL Nal 150 puL Nal
A 540 pL voda 520 pL voda 500 uL voda
4
150 pL Col, 150 uL Col, 150 pL Col,
100 pL pufer 100 uL pufer 100 pL pufer
100 pL aceton 100 pL aceton 100 pL aceton
230 pL Nal 250 pL Nal 270 puL Nal
B 420 pL voda 400 pL voda 380 uL voda
150 pL Col, 150 pL Col, 150 pL Col,
100 pL pufer 100 pL pufer 100 pL pufer
100 uL aceton 100 pL aceton 100 pL aceton
C 350 pL Nal 370 puL Nal 390 pL Nal
300 puL voda 280 uL voda 260 pL voda
150 pL Col, 150 pL Col, 150 pL Col,
100 pL pufer 100 pL pufer 100 pL pufer
100 uL aceton 100 pL aceton 100 pL aceton
D 470 uL Nal 490 pL Nal 510 pL Nal
180 uL voda 160 puL voda 140 pL voda

y (Zn-free inzulin) = 7,5 mg / mL (inzulin otopljen u 0,02 mol dm= HI)
¢ (Col,) =0,15 mol dm™>

c (citratni pufer) = 1 mol dm=, pH = 6,4

¢ (Nal) = 5 mol dm™
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§ 8. ZIVOTOPIS

Osobni podatci
Ime i prezime: Boris Gomaz
Datum rodenja: 14. prosinca 1995.

Mjesto rodenja: Varazdin

Obrazovanje
2002-2010 Osnovna Skola Sveti Burd, Sveti Burd
2010-2014 Druga gimnazija Varazdin, Varazdin
2014-2018 Preddiplomski studij kemije, Prirodoslovno-matematicki fakultet,

Sveuciliste u Zagrebu, Zagreb

Sudjelovanja na znanstvenim skupovima
1. XIII. susret mladih kemijskih inzenjera, Zagreb, 20. i 21. veljace 2020., Knjiga
sazetaka, str. 160.
B. Gomaz, 1. Kekez, D. Matkovi¢-Calogovi¢, B. Prugovedki, Kristalizacija derivata

inzulina
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