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1 Uvod

1.1 Ljudski serumski albumin

Albumin je najzastupljeniji protein u plazmi svih kraljeznjaka te se u ljudskoj krvi nalazi u
koncentraciji od 35 do 50 mg/mL (Peters, 1995). Albumini su evolucijski konzervirana skupina
proteina  te sekvence ljudskog, govedeg i albumina Stakora sadrze 61% identi¢nih
aminokiselinskih sljedova (He i Carter, 1992). Albumin iz ljudskog krvnog seruma (HSA) je
jednolancani protein molekulske mase 66,3 kDa. Sastoji se od 585 aminokiselina koje formiraju

tri homologne domene (Slika 1; Merlot, Kalinowski i Richardson, 2014).

Slika 1. Kristalna struktura HSA iz baze podataka Protein Data Bank (PDB; Berman i sur., 2002)
s razli¢ito obojenim homolognim domenama.



Osim u krvi HSA je zastupljen i u ekstravaskularnim prostorima u kojima se nalazi oko 60%
njegove ukupne koli¢ine. Struktura HSA sadrzi 17 disulfidnih mostova i jedan slobodni tiol. HSA
ne prolazi proces glikozilacije i ne sadrzi dodatne kofaktore (He i Carter, 1992). HSA se sintetizira
u hepatocitima jetre u obliku preproalbumina dugog 609 aminokiselina. Signalni peptid dug 18
aminokiselina odstranjuje se pri ulasku u endoplazmatski retikulum. Preostala dodatna sekvenca
duga 6 aminokiselina se odstranjuje u Golgijevu tijelu prije lu¢enja zrelog HSA van stanice. Stopa
sinteze je kontrolirana primarno koloidnim osmotskim tlakom i osmolalnos$¢u ekstrahepaticnog
prostora, ali pokazan je i utjecaj hormona inzulina, tiroksina i kortizola (Nicholson, Wolmarans i
Park, 2000). Zbog visoke koncentracije u krvi albumin je odgovoran za veéinu plazmatskog
koloidnog osmotskog potencijala te stoga sudjeluje u kontroli toka tekuc¢ina izmedu tjelesnih
odjeljaka. Funkcija HSA je transport raznolikih molekula kroz krv, medu kojima su ioni kalcija,

kolesterol, tiroidni hormoni, bilirubin i masne kiseline (Evans, 2002).

Tok HSA i vezanih liganada izmedu intravaskularnih i ekstravaskularnih prostora dogada se i
pasivnim i aktivnim oblicima prijenosa. Pasivni prijenos odvija se u organima sa fenestriranim
kapilarama (jetra i slezena) ili sinusoidnim kapilarama (gusteraca i crijeva). Aktivni prijenos odvija
se transcitozom posredovanom receptorom pri ¢emu se HSA veZe na glikoproteinske receptore na
luminalnoj membrani stanica endotela. Vezanje inducira endocitozu i nastanak vezikule koja
migrira na abluminalnu membranu stanice te egzocitozom otpuSta HSA u ekstravaskularni prostor.
Glikoproteinski receptori koji su povezani s transportom HSA su membranski proteini gp60, gp18
i gp30. Od navedenih glikoproteina gp60 je odgovorna za transcitozu, dok se za gpl18 i gp30
pretpostavlja da su dio puta za uklanjanje starih i ostecenih molekula HSA (Curry, 2003).

IstraZivanja vezanja raznolikih molekula lijekova na HSA dovela su do definiranja dvaju mjesta
na povrsini albumina koja su vazna za vezanje raznolikin molekula — Sudlowljevo mjesto 1 i 2
(Slika 2). Mjesta se razlikuju u specifi¢nosti prema vrsti molekula koje vezu, tako da se na mjesto
1 najcesée vezu heterocikli¢ni anioni dok mjesto 2 najcesce veze aromatske spojeve (Kragh-
Hansen, 1981).



Slika 2. Struktura HSA u kompleksu sa 7 molekula miristi¢ne kiseline (PDB kod 2BXL).
Molekule kiseline obojene crveno vezane su na Sudlowljeva mjesta.

Istrazivanjem interakcija izmedu albumina i masnih kiselina (Goodman, 1958) pronadena su dva
vezna mjesta jakog afiniteta, pet mjesta s afinitetom srednje jakosti i vise od 20 mjesta sa slabim
afinitetom vezanja masnih kiselina. Konstante vezanja za navedena mjesta mjerene su za oleinsku
(18 atoma ugljika) i lauri¢nu (12 atoma ugljika) kiselinu te je primijecen porast afiniteta pri vezanju
kiseline s duzim hidrofobnim lancem. Sedam mjesta za vezanje masnih kiselina s najviSim
afinitetom u kasnijim istraZivanjima proucavana su zajedno i u daljnjem tekstu oznacavana su
oznakama FAL do FA7. Oba Sudlowljeva mjesta imaju afinitet za vezanje masnih kiselina. To¢nije
FA7 se nalazi u Sudlowljevu mjestu 1 dok se FA3 i FA4 nalaze u Sudlowljevom mjestu 2. Za
vezna mjesta FAL do FA5 pokazano je da su masne kiseline vezane na mjesta s pomocu vodikovih
veza s njihovom karboksilnom skupinom, dok u mjestima FA6 i FA7 nema polarnih interakcija
(Fasano i sur., 2005).



Jedno od mjesta za vezanje masnih kiselina takoder veze i molekulu hema te je ta funkcija korisna
u slu¢ajevima povecane koncentracije hema u krvi. Zanimljivo je da HSA-hem kompleks pokazuje
nekoliko emergentnih enzimatskih aktivnosti, primjerice peroksidaznu i katalaznu aktivnost te
sposobnost detoksificiranja peroksinitirita. HSA veze i nekoliko lijekova, medu kojima su
ibuprofen, varfarin i lorazepam. Interakcija HSA s lijekovima je bitna pojava farmakologiji i
medicini jer su molekule lijekova u kompeticiji s ostalim ligandima. Postotak molekula nekog
lijeka moze biti ¢ak do 90%, Sto znaci da naglo poviSenje koncentracije nekog od kompetitivnih
liganda u krvi (primjerice otpustanje velike koli¢ine molekula hema uslijed oste¢enja vaskularnog
tkiva) moze drastiéno povecati efektivnu koncentraciju lijeka u krvi. S druge povecana
koncentracija HSA u krvi (na primjer zbog pretjeranog lucenja hormona $titnjace koji poticu
njegovu sintezu) moze smanjiti efektivnu koncentraciju istih lijekova. HSA veze i hormon $titnjace
tiroksin koji se takoder veze na Sudlowljevo mjesto 1. Pri vezanju mnogih liganada na albumin
primijecen je alostericki efekt. Vezanje ve¢ spomenutog varfarina drastiéno smanjuje afinitet HSA
za hem. Alosteri¢ki efekt primijecen je i pri vezanju masnih kiselina, no samo za masne kiseline
duzih hidrofobnih lanaca (broj ugljikovih atoma veéi od 16). Stoga je koncentracija slobodnih
masnih kiselina u krvi je bitan ¢imbenik za farmakokineticka svojstva lijekova koji se vezu na
albumin jer masne kiseline utjeCu na njihov efektivnu koncentraciju i alosterickim efektom i

direktnom kompeticijom za vezna mjesta (Ascenzi i sur., 2015).

Visoka koncentracija HSA u krvi i velik afinitet za vezanje masnih kiselina rezultira vezanjem
vecine masnih kiselina u krvi na albumina (oko 99% svih masnih kiselina). Pokazano je da HSA
ima visoke konstante disocijacije za najzastupljenije masne kiseline u krvi (od 1 do 10 nM za
oleinsku, palmitinsku, palmitoleinsku, stearinsku i linoleinsku kiselinu. Za sve navedene masne
kiseline takoder je utvrden porast afiniteta vezanja s vecom duljinom hidrofobnog lanca. Brzina
asocijacije i disocijacije za sve ove kiseline relativno je visoka pa se pretpostavlja da HSA djeluje
i kao puferski sustav u slucaju naglih fluktuacija koncentracije masnih kiselina u krvi (Curry,
2003).



1.1.1 Promjene konformacije HSA

Osim konformacijskih promjena malih razmjera koje se dogadaju uslijed vezanja razlicitih
liganada na njihova vezna mjesta $to izaziva alostericki efekt mijenjajuci strukturu drugih veznih
mjesta, HSA prolazi i nekoliko konformacijskih promjena vecih razmjera. Zabiljezeno je pet

konformacija koje HSA poprima pod utjecajem promjene pH otapala.
Normalna ili izoforma N (Slika 1) je konformacija HSA pri fizioloskom pH.

Prelazak HSA u bazi¢nu ili izoformu B zamijecen je pri pH 8,6 kroz analizu spektrofotometrijskih
svojstava, no zasad nije rijesena kristalna struktura. Izoforma B pokazuje jaci afinitet prema
mnogim ligandima, pogotovo onima koji se vezu na Sudlowljevo mjesto 2. Otkri¢e da dodatak
iona kalcija u otopinu snizava grani¢nu pH vrijednost prelaska iz izoforme N u izoformu B na pH

7,6 daje vjerodostojnost hipotezi da povecani afinitet za ligande izoforme B ima fizioloski znacaj.

Daljnje poveéanje bazi¢nosti otopine pri pH 9 vodi do prelaska HSA u izoformu A (,,aged®).
Izoforma A otkrivena je nakon $to je otopina HSA zabunom ostavljena na pH 9 tri do Cetiri dana
nakon ¢ega je zamijeceno njeno sporije kretanje tijekom elektroforeze u odnosu na izoformu B.
Kasnije je pokazano da je za prelazak u izoformu A odgovorna reakcija izmjene disulfida, te da je
reakcija reverzibilna iako izoforma A moze opstati i do 20 sati na nizem pH nakon formiranja pri
vis$im pH vrijednostima. Tranziciju izoforme B u izoformu A moguce je sprijeciti dodatkom
masnih kiselina ili drugih lipidnih spojeva ¢ije vezanje stabilizira strukturu. Struktura izoforme A
takoder nije razrijeSena N0 povecani signal kromofora zbog vece izloZenosti otapalu indicira

otvoreniju konformaciju u odnosu na izoforme N i B (Peters, 1995).

Prelazak HSA u izoformu F (,,fast*) zbiva se u rasponu pH izmedu 4,5 i 3,5, ta je struktura opisana
sa simulacijama molekularne dinamike pri pH 3,5 (Baler i sur., 2014). 1zoforma F ima otvoreniju
konformaciju te je slabije topljiva u vodi. Na temelju promjena u fluorescenciji bo¢nih ogranaka
triptofana postavljena je hipoteza da se prelazak iz izoforme N u F dogada preko intermedijera F1
prije potpunog prelaska u izoformu F (Sogami i sur., 2009). Struktura dobivena simulacijama
molekularne dinamike pri pH 3,5 ekvivalentna je strukturi na slici 6 pod A. Izoforma F nema

fizioloSku funkciju.



Daljnje snizavanje pH ispod 3,5 vodi do postupnog razmatanja molekule HSA. Pri pH 2,5 dolazi
do prelaska u skoro potpuno razmotanu izoformu E (,,expanded*). Prelasci izmedu izoformi N, F

I E su potpuno reverzibilni.

1.2 Masne Kkiseline

Masne kiseline su podvrsta karboksilnih kiselina. Dvije strukturne odlike masnih kiselina su
karboksilna skupine i alifatski lanac. Ovisno o kompoziciji alifatskog lanca, masne kiseline
dijelimo na razgranate i nerazgranate. Takoder ih dijelimo na zasiene i nezasi¢ene ovisno o

prisutnosti dvostruke veze izmedu ugljikovih atoma alifatskog lanca.

Veéina poznatih masnih kiselina ima paran broj ugljikovih atoma. Duzina alifatskog lanca moze
varirati od 2 do 80 atoma ugljika, no veéina poznatih molekula se nalazi u rasponu od 12 do 22
atoma ugljika. Po duljini alifatskog lanca masne kiseline se dijele na kiseline s kratkim lancem
(,,short-chained®, s manje od 5 atoma ugljika u alifatskom lancu), kiseline s lancima srednje duljine
(,,medium-chained, sa 6 do 18 atoma ugljika u alifatskom lancu) i masne kiseline s dugima
lancima (,,Jong-chained®, s preko 18 atoma ugljika u alifatskom lancu). Molekule masnih kiselina
posjeduju amfipatski karakter zbog polarne karboksilne skupine i nepolarnog alifatskog lanca.

Masne kiseline su veé¢inom slabe kiseline te imaju pKa vrijednosti oko 4,8 (Gunstone, 1996).



1.2.1 Kaprilna kiselina i taloZzenje HSA

Kaprilna kiselina je zasi¢ena masna kiselina kratkog lanca. Njen alifatski lanac sastoji se od osam
ugljikovih atoma zbog ¢ega se naziva i oktanoic¢na kiselina. Kaprilna kiselina ima pKa vrijednost
4,89 1 slabo je topljiva u vodi (4,85 mmol/L). Topljivost opada pri nizim pH vrijednostima jer je
manji udio karboksilnih skupina deprotoniran te dominira hidrofobni karakter alifatskog lanca
(Trapp i sur., 2018).

Kaprilna kiselina se koristi u industrijskoj proizvodnji monoklonalnih i poliklonalnih protutijela
(imunoglobulina) u fazi procis¢avanja proizvoda iz plazme kao alternativa kromatografskim
metodama uklanjanja necisto¢a. Proc¢is¢avanje s pomocu kaprilne kiseline financijski je vrlo
primamljiva opcija jer ju je moguce provesti direktno u bioreaktoru $to smanjuje operativnu cijenu
i olakSava povecéanje razmjera proizvodnje u odnosu na kromatografske metode (Brodsky i sur.,

2012).

Dodatak kaprilne kiselina u plazmatsku otopinu izaziva taloZenje veéine proteinske frakcije (koja
se ve¢inom sastoji od albumina i albuminu srodnih proteina) dok imunoglobulini ostaju u otopini.
Istrazivanja su pokazala da proc¢is¢avanje protutijela kaprilnom kiselinom ima i dodatne pozitivne
efekte kao S$to su inaktivacija virusa koji imaju lipidne ovojnice i niza stopa medicinskih nuspojava

(Morais i Massaldi, 2012).

Mehanizam interakcije izmedu HSA 1 kaprilne kiseline nije u potpunosti razjasnjen. Istrazivanja
su pokazala da efektivnost talozenja HSA s pomoc¢u kaprilne kiselina pada pri nizim pH
vrijednostima Sto indicira da su za taloZenje odgovorne hidrofobne interakcije (Brodsky i sur.,
2012). Na temelju kvantitativnih testova precipitacije govedeg serumskog albumina pri razli¢itim
koncentracijama kaprilne kiseline utvrdeno je da dolazi do direktne interakcije izmedu proteina 1
molekula kiseline. Na temelju ovog rezultata predlozen je model talozenja po kojem dolazi do
vezanja molekula kaprilne kiselina na povrsinu albumina §to izaziva promjenu konformacije
albumina i otkrivanje dodatnih veznih mjesta za kaprilnu kiselinu. Gomilanje kaprilnih kiselina na
novootkrivena vezna mjesta izaziva povecanje hidrofobnosti molekula govedeg albumina te tako

dovodi do agregacije i precipitacije proteina (Morais i Massaldi, 2012).



1.3 Molekularna dinamika

Molekularna dinamika je racunalna simulacija kojom se predvida kretanja atoma, odnosno
molekula u sustavu od interesa. Cilj ovih simulacija je otkriti potencijalne promjene konformacija
molekula, mehanizme interakcija izmedu molekula i druge molekularne dogadaje pri zadanim
uvjetima. Rezultat uspjesne simulacije molekularne dinamike je trajektorija — zapis gibanja svih
atoma sustava u odredenom vremenu. Ovakvi rezultati potom se koriste kako bi se objasnili
eksperimentalni rezultati ili da bi se navodila buduca eksperimentalna istrazivanja ili da bi se

postavio model molekularnog mehanizma nekog procesa.

Za simulaciju molekularne dinamike potrebna je inicijalna struktura (makro)molekule koja je cilj
istrazivanja. Najce$¢i izvor pocetne strukture za proteinske sustave su podaci dobiveni
kristalografijom, no koriste se i strukture dobivene nuklearnom magnetskom rezonancom (NMR)

ili elektronskom mikroskopijom.

Tijekom simulacije molekularne dinamike potrebno je izracunati silu koja dijelu na svaki atom
sustava u specificnom trenutku kako bi mogli izracunati brzinu i smjer gibanja tih Cestica u
sljede¢em trenutku. Ovaj racun izvodi se s pomocu polja sila koje se sastoji od skupa parametara
i funkcionala. Skup parametara sastoji se od podataka koji omogucavaju izraun energije
interakcija izmedu parova atoma koje o¢ekujemo naci u strukturi molekule, odnosno proteina (npr.
izmedu atoma ugljika i karbonilnog kisika karboksilne skupine aminokiselina). U navedene
energije interakcije spadaju energija istezanja kovalentnih veza, energija savijanja valentnih
kutova, energija promjene torzijskih kutova, van der Waalsove sile i elektrostatske interakcije.
Skup parametara takoder sadrzi informacije o svim uklju¢enim atomima poput mase, van der
Waalsovog radijusa te vrijednosti parcijalnog naboja, optimalne daljine veze i kuteva za parove i
skupine atoma. Vrijednosti naveden u skupu parametara dobivene su empirijskim metodama,
odnosno eksperimentalnim podacima sli¢nih veza u jednostavnijim molekulama i rezultata
kvantno mehanickih ra¢una. Dobiveno polje sila potom moze pro¢i nekoliko iteracija provodenja
simulacija na sustavima ¢ija je dinamika eksperimentalno dobro razjasnjena i ugadanja parametra

polja sila da bi se smanjile razlike izmedu rezultata simulacija i eksperimentalnih rezultata.

Drugi dio polja sila je funkcional koji na temelju poznatih parametara i konformacije molekula u

jednom trenutku simulacije raCuna potencijalnu energiju sustava. Skup svih mogucih polozaja
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atoma u simuliranom sustavu ¢ini viSedimenzionalnu hiperplohu potencijalne energije koja ima
energetske minimume (globalne i lokalne) koji predstavljaju stabilne konformacije promatranog
sustava (konformere). Kineticka energiju cestica u simulaciji odredena je postavljanjem
temperature sustava. U svakom vremenskom koraku simulacije racuna se sila koja djeluje na sve

Cestice s pomocu informacija sadrzanih u polja sila.

Tijekom simulacije molekularne dinamike atome promatramo kao Cestice Cije se gibanje opisuje
Newtonovim zakonima klasicne mehanike, a kovalentne veze izmedu njih su aproksimirane
istezanjem opruga. Ove aproksimacije su nuzne radi lakSeg izracuna velikog broja interakcija u
makromolekularnim sustavima, no zbog njih nije moguée promatrati pucanje i stvaranje
kovalentnih veza. Ako je za cilj istrazivanja nuzno uzeti u obzir pucanje veza, moguce je provesti

kvantno-mehanicke ra¢unalne simulacije koja su preciznije, no i znatno zahtjevnije.

Prije pocetka simulacije nuzno je odabrati nacin na koji ¢e se simulirati otapalo i definirati rubne
uvjete sustava. Simulacije je moguce provoditi u vakuumu bez otapala, te s implicitnim i
eksplicitnim modelima otapala (najéesée vode). Pri koristenju implicitnih modela otapalo/voda
nije definirano kao skup zasebnih Cestica ve¢ kao kontinuirani potencijal. Eksplicitni modeli
simuliraju eksplicitno prisutne molekule vode. Postoji nekoliko razina kompleksnosti eksplicitnih
modela ovisno o broju mjesta na modelu molekule vode koje mogu interagirati s okolinom. Primjer
ovakvih modela su TIP3P model u kojem je voda prikazana kao molekula s 3 mjesta interakcije
na mjestima atoma vode koje posjeduju parcijalne naboje i TIPSP model koji ukljucuje dva
dodatna mjesta interakcije koja predstavljaju dva para elektrona na atomu kisika te posjeduju
odgovarajuce parcijalne naboje. Rubni uvjeti su nacin na koji tretiramo Cestice kada dodu do ruba
simulacijske kutije. Neki od koriStenih rubnih uvjeta su rigidne granice, elasti¢ne granice i
periodi¢ni rubni uvjeti. Pri uporabi periodi¢nih rubnih uvjeta, promatrani sustav je okruZen
kopijama samog sebe sa svih strana, te se ¢esticama originalnog sustava omoguci da dolaze u
interakciju s Cesticama iz sustava-kopija. Na ovaj nacin se dobiva privid beskona¢no velikog
sustava te se izbjegavaju nepozeljne nerealisti¢ne interakcije molekula s rubovima simulacijskog

prostora.

Prije provedbe simulacije molekularne dinamike poZeljno je prvo dovesti sustav u najblizi lokalni
minimum potencijalne energije kako bi se izbjegla potencijalna nerealisticna visokoenergetska

stanja izazvana malim udaljenostima izmedu atoma u pocetnoj strukturi. Minimizacija energije,



odnosno optimizacija strukture se izvodi razli¢itim algoritmima, jedan od njih je algoritam koji

trazi najstrmiji spust niz plohu potencijalne energije sustava.

Simulacije molekularne dinamike imaju mnoge potencijalne primjene poput dizajna novih
lijekova, istrazivanju utjecaja mutacija na strukture proteina, proucavanja interakcija proteina s
lipidnim membranama i drugih istrazivanja. Cesto se koriste u situacijama kada su klasiéne
eksperimentalne metode financijski neisplative ili ¢ak nemogucée. Simulacije omogucuju
promatranje makromolekularnih procesa na molekularnoj razini, Sto je teSko posti¢i s pomocu

klasi¢nih eksperimentalnih metoda (Hollingsworth i Dror, 2018; Cramer, 2002).
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1.4 Cilj istrazivanja

Cilj ovog rada je istraziti mehanizme interakcije kaprilne kiseline i HSA te njihovu ovisnost o pH
vrijednosti otopine. Istrazivanje je provedeno s pomocu racunalnih simulacija molekularne
dinamike. Pocetne strukture HSA i kaprilne kiseline pribavljene su iz javno dostupnih baza
podataka te su koriStene za pripremu inicijalnih in silico modela na kojima su provedene
simulacije. Simulacijama molekularne dinamike analizirana su dinamicka i strukturna svojstva
proteina HSA pri dvije pH vrijednosti. Analiza rezultata simulacija omogucila je istrazivanje

interakcija izmedu kaprilne kiseline i HSA.

Iz dosadasnjih istraZivanja jasno je da HSA istovremeno dolazi u interakciju s velikim brojem
molekula kaprilne Kiseline te su sustavi konstruirani u skladu s tom ¢injenicom. Pri obje pH
vrijednosti, 4,5 1 6,0, simulirana su po dva razliCita sustava, jedan u kojem su molekule kaprilne
kiseline rasporedene u pravilnu sferu oko strukture HSA, te drugi kod kojeg su molekule kaprilne

kiseline rasporedene na potencijalna mjesta interakcije.

Analizom rezultata simulacija molekularne dinamike doslo je do saznanja o molekularnoj osnovi
interakcije izmedu kaprilne kiseline i HSA te saznanja o utjecaja pH vrijednosti sustava na ovu

interakciju.
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2 Materijali i metode

2.1 Simulacije molekularne dinamike

2.1.1 Priprema sustava

Za in silico istrazivanje ljudskog serumskog albumina (HSA) odabrana je datoteka PDB oznake
1n5u (Wardell i sur., 2002) iz baze podataka RCSB PDB (Berman i sur., 2000) koja sadrzi rijeSenu
kristalnu strukturu ljudskog HSA u kompleksu s molekulom hema. Iz datoteke je uklonjena
struktura hema te su sustavu dodani atomi vodika s pomoc¢u programa PROPKA (Li, Robertson i
Jensen, 2005) na mreznom posluzitelju PDB2PQR (Dolinsky i sur., 2004). Dodavanje atoma
vodika obavljeno je pri dvije pH vrijednosti (4,0 i 6,5) kako bi dobiveni sustavi obuhvatili ekstreme
podataka o sustavima HSA i kaprilne Kiseline iz literature (Trapp i sur., 2018). Za istrazivanje
kaprilne kiseline odabrana je struktura pdb oznake 5tif (Grisewood i sur., 2017) koja sadrzi
rijeSenu Kristalnu strukturu acil-koenzim A tioesteraze u kompleksu s kaprilnom kiselinom.
Struktura acil-koenzim A tioesteraze uklonjena je iz datoteke te su strukturi kaprilne Kiseline
dodani vodici s pomoc¢u programa YASARA (Krieger i Vriend, 2014). Pripremljena je i struktura
protoniranog oblika kaprilne kiseline tako da je jedan od vodika dupliciran i premjesten na
odgovarajucu poziciju S pomocu programa Pymol (URL1). Oba oblika kaprilne Kiseline su potom
parametrizirana u programu Antechamber Kkoji je sastavni dio programskog paketa Amberl6
(Wang i sur., 2006). Kriteriji koriteni pri odabiru datoteka bili su kompletnost strukture i

rezolucija.

Sustavi kojima istrazujemo interakciju HSA i kaprilne kiseline pri oba pH pripremljeni su s
pomocu programskog koda napisanog u jeziku python i pokrenutog u programu Pymol. Ovaj
program rasporeduje kopije kaprilne kiseline u sferu oko strukture proteina na minimalnu
udaljenost pri kojoj nema preklapanja s proteinom i drugim molekulama kaprilne kiseline (Slika
3). Za sve ovako dobivene sustave pripremljene su kopije sustava u kojima su neke od molekula
kaprilne kiseline ru¢no pomaknute u blizinu povrSine proteina na mjesta na kojima bi mogli

ocekivati stvaranje povoljnih elektrostatskih interakcija i/ili vodikovih veza.
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Slika 3. Molekula HSA (narancasto) okruzena molekulama kaprilne kiseline (zeleno). Graficki
prikaz je napravljen u programu VMD.

Tako dobiveni sustavi ucitani su u program tleap koji je dio programskog paketa Amber16 (Wang
i sur., 2006). HSA je parametriziran s pomocu polja sila ff14SB (Maier i sur., 2015), a kaprilna
kiselina s pomocu datoteka ranije dobivenih u programu antechamber. Svi sustavi (HSA te HSA i
kaprilna kiselina) su smjesteni u sredinu kvadra (Slika 4) koji je potom ispunjen molekulama vode
modela TIP3P tako da je minimalna udaljenost od ruba kvadra do proteina 10 A (Jorgensen i sur.,

1983). Ukupni naboj sustava je sveden na nulu dodavanjem iona natrija ili klora.
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2.1.2 Minimizacija energije, ekvilibracija sustava i simulacije molekularne dinamike

Minimizacija i ekvilibracija sustava provedene su s pomoc¢u programa CUDA (Nickolls i sur.,
2008) i programskog paketa Amber16. Minimizacija sustava provedena je u pet ciklusa pri ¢emu
se svaki korak sastoji od 1000 koraka algoritma najstrmijeg spusta nakon ¢ega slijedi 4000 koraka
metode konjugiranih gradijenata. U svakom koraku odabranim skupinama atoma ograni¢eno je
kretanje primjenom harmonickog potencijala. Progresivne razlike izmedu koraka navedene su u
tablici (Tablica 1).

Tablica 1. Koraci minimizacije sustava.

Korak Molekule/atomi kojima je dopuSteno Konstanta sile harmonickog
minimizacije neograniceno kretanje potencijala koji ograni¢ava
kretanje ostalim atomima
(kcal/(mol A))

1 Samo molekule vode 100

2 Molekule vode i vodikovi atomi 100

3 Svi atomi osim atoma proteinske 100
okosnice

4 Svi atomi osim atoma proteinske 50
okosnice

5 Svi atomi (nema restrikcija) /

Nakon minimizacije, provedena je ekvilibracija u dva koraka u trajanju od 300 i 200 ps. U NVT
ekvilibraciji temperatura (T) je postupno povisena od 0 do 298 K, dok su volumen (V) i ukupan
broj Cestica u sustavu (N) odrzavani konstantnim. Tijekom NVT ekvilibracije na sve atome

primijenjen je harmoni¢ki potencijal s konstantom sile od 32 kcal/(mol A).

Nakon zavrSetka NVT ekvilibracije provedena je NPT ekvilibracija pri konstantnom tlaku (P) i
bez primjene sile na atome. Tijekom NPT ekvilibracije temperatura (298 K) i tlak (101325 pa)
odrzavani su konstantnim. U oba koraka ekvilibracije vremenski korak iznosio je 1 fs te je za
odredivanje brzina Cestica koristen Berendsenov termostat uz vremenski korak temperaturnog
sparivanja od 1 ps. Svi sustavi su potom podvrgnuti simulacijama molekularne dinamike u trajanju
od 100 ns. Temperatura i tlak odrzavani su konstantnim na 298 K i 101325 pa. Koristen je

vremenski korak od 1 fs i Berendsenov termostat uz vremenski korak temperaturnog sparivanja
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od 1 ps. U tablici 2 nalazi se popis svih provedenih simulacija. Tijekom svih simulacija

primijenjeni su periodi¢ni rubni uvjeti.

Tablica 2. Popis sustava za simulacije molekularne dinamike.

Oznaka Pocetna struktura HSA Broj molekula pH
sustava kaprilne kiseline i
njihov inicijalni
raspored
1 Konformacija nakon inicijalne 0 4,0
ekvilibracije HSA
2 Konformacija nakon inicijalne 0 6,5
ekvilibracije HSA
3 Konformacija nakon inicijalne 155 molekula 4,0
ekvilibracije HSA rasporedenih u
pravilnu sferu oko
proteina
4 Konformacija nakon inicijalne 155 molekula 6,5
ekvilibracije HSA rasporedenih u
pravilnu sferu oko
proteina
5 Konformacija nakon inicijalne 155 molekula 4,0
ekvilibracije HSA smjestenih u blizinu
povrsine
6 Konformacija nakon inicijalne 155 molekula 6,5
ekvilibracije HSA smjestenih u blizinu
povrSine
7 Konformacija nakon zavrsetka 155 molekula 4,0
simulacije 1 rasporedenih u
pravilnu sferu oko
proteina
8 Konformacija nakon zavrsetka 155 molekula 4.0
simulacije 1 smjestenih u blizinu
povrsine
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2.2 Analiza trajektorija

Analiza trajektorija obavljena je u programima VMD (Humphrey, Dalke i Schulten, 1996) i
CPPTRAJ koji je dio programskog paketa Amberl6. RMSD (“root mean square deviation®) i
RMSF(“root mean square fluctuation®) vrijednosti izracunate su u programu cpptraj. RMSD
vrijednost je mjera prosje¢ne udaljenost atoma proteina od pozicija atoma referentne strukture u
danom trenutku dok je RMSF vrijednost mjera odstupanja pozicije svakog atoma proteina od
pozicija atoma referentne strukture kroz cijelo vrijeme simulacije. Kao referentna struktura u oba
izracuna koriStena je struktura proteina u pocetnom trenutku simulacije. PovrSina dostupna otapalu
izraCunata je s pomocu programskog koda napisanog u jeziku tcl i pokrenutog u programu VMD.
Vodikove veze analizirane su pomoc¢u hbonds dodatka za program VMD. Kriti¢ne vrijednosti za
udaljenost izmedu atoma donora i akceptora te kut izmedu atoma akceptora, atoma donora i
vodikovog atoma postavljene su na 3.5 A i 30°. Graficki prikazi ovih izrauna napravljeni su u
programskom jeziku R s pomocu paketa “ggplot2*. Hidrofobnost povrSine proteina analizirana je

programom Swiss-PdbViewer (Guex i Peitsch, 1997).
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3 Rezultati

3.1 Utjecaj pH na konformaciju HSA

Vrijednost RMSD za proteinsku okosnicu tijekom simulacije sustava koji sadrzi HSA bez
kaprilnih kiselina pri pH 6,5 je stabilna kroz cijelo vrijeme trajanja simulacije molekularne
dinamike (MD), dok za isti sustav pri pH 4,0 dolazi do naglog skoka nakon 15 ns koji upucuje na

znacajnu promjenu konformacije proteina (Slika 5).

U. 1 [ 1 1 1 I ! [ 1 P
20 ' 100
0 ( 40 t /n S 60 80

Slika 5. Vrijednost RMSD za proteinsku okosnicu tijekom trajektorija HSA pri pH 6,5 (plavo) i
pH 4,0 (zeleno). Struktura s pocetka simulacije (ekvivalentna strukturi nakon posljednjeg koraka
ekvilibracije) koristena je kao referentna za izraun RMSD vrijednosti.
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Vizualna provjera struktura tijekom trajektorije pokazuje djelomi¢no razmatanje strukture HSA
pri nizem pH (Slika 6). U toku simulacije pri pH 4,0 udaljenost izmedu centara masa dviju domena
poveca se s 32,6 A na 37,5 A (ove aminokiseline se nalaze na distalnim krajevima domena

oznacenih crvenom i plavom bojom na Slika 6).

Slika 6. Vizualizacija konformacija HSA nakon 100 ns simulacija molekularne dinamike.
Struktura A prikazuje HSA protoniran na pH 4,0, struktura B prikazuje HSA protoniran na pH
6,5. Dvije domene izmedu kojih dolazi do najveéeg odvajanja u toku simulacija oznacene su
crvenom i plavom bojom. Granica dviju domena odabrana je na vizualno, na temelju lokacije
potencijalne zglobne regije tijekom opisane promjene konformacije. Struktura C sastoji se od
preklopljenih struktura A (ljubicasto) i B (narancasto).

Tijekom obiju simulacija ne dolazi do znacajne promjene u udjelu sekundarnih struktura i
konformacije subdomena HSA. Glavna razlika izmedu dviju simulacija pri razli¢itim pH
vrijednostima je razmicanje domena oznacenih crvenom i plavom bojom na Slika 6. Analiza
RMSF vrijednosti (Slika 7) pokazuje malo razlika izmedu simulacija pri pH 4,0 i 6,5. Dva
najuocljivija signala pri simulacijama pri pH 4,0 odgovaraju razmicanju najudaljenijih krajeva
domena opisanih na slici 6. Izmedu simulacija sa i bez molekulab kaprilnih kiselina pri pH 6,5

nema znacajnijih razlika. Pri pH 4,0 dolazi do povecanja fleksibilnosti proteina u simulaciji sa
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RMSF / A

molekulama kaprilne kiseline, posebno na C-terminalnom kraju. Rezultati analize povrSine
dostupne otapalu odgovaraju opisanim promjenama strukture (Slika 8). Vidljivo je da otvorenija

konformacija HSA pri pH 4,0 rezultira poveéanjem dostupne povrsine.
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Slika 7. RMSF vrijednosti aminokiselina HSA tijekom 100 ns simulacije molekularne dinamike.

Zeleno; HSA pri pH 4,0, crno; HSA pri pH 6,5, crveno; molekule kaprilne kiseline postavljene u

sferu oko HSA pri pH 6,5, plavo; molekule kaprilne kiseline postavljene u sferu oko HSA pri pH
4,0.
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Slika 8. Promjena povrsine HSA dostupne otapalu kroz 100 ns simulacije molekularne dinamike.

Vrijednosti za strukturu protoniranu na pH 6,5 prikazane su plavom bojom, a zelenom bojom su

prikazane vrijednosti sustava pri pH 4,0. Vrijednosti povr§ine HSA su normalizirane u odnosu na
povrsinu HSA dostupnu otapalu na pocetku simulacije.

Analize promjene konformacija HSA u sustavima koje sadrze kaprilnu kiselinu daju sli¢ne
rezultate kao i sustavi bez prisutnosti molekula kaprilne kiseline. Na temelju RMSD vrijednosti i
analize strukture jasno je da pri pH 4,0 dolazi do iste promjene strukture kao i u simulaciji bez
kaprilnih kiselina (Slika 9). Na temelju RMSD vrijednosti nema znacajne razlike izmedu sustava
u kojima su molekule kaprilne kiseline ru¢no postavljene na potencijalna mjesta interakcije 1

sustava s kiselinama postavljenima u pravilnu sferu oko molekule HSA.
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Slika 9. RMSD vrijednosti kroz 100 ns simulacija molekularne dinamike sustava HSA i kaprilne
kiseline. Zeleno; molekule kaprilne kiseline postavljene u sferu oko HSA pri pH 4,0, plavo;
molekule kaprilne kiseline ru¢no postavljene oko HSA pri pH 4,0, crveno; molekule kaprilne
kiseline postavljene u sferu oko HSA pri pH 6,5, crno; molekule kaprilne kiseline ru¢no
postavljene oko HSA pri pH 6,5.

RMSD vrijednosti sustava koji su graden na temelju zavr$ne konformacije HSA pri pH 4,0 u
simulaciji bez kaprilnih kiselina stabilne su tijekom cijelog trajanja simulacija (Slika 10). Ovo je
indikacija da je zavrSna konformacija HSA pri pH 4,0 (Slika 5) relativno stabilna u kona¢nom

obliku.
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Slika 10. RMSD vrijednosti tijekom 100 ns simulacije molekularne dinamike sustava s

nasumi¢nom sferom kaprilnih kiselina oko zavr$ne konformacije HSA iz simulacije bez kiselina
pri pH 4,0.
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3.2 Analiza dinamike kaprilne kiseline

Primijeceno je razli¢ito ponasanje molekula kaprilne kiseline tijekom simulacija pri razli¢itim pH
vrijednostima. Molekule kaprilne kiseline pri pH 4,0 stvaraju micelama sli¢ne nakupine u otopini
i u kontaktu s povr§inom proteina. Ova razlika je zamijecena, i u sustavima s nasumic¢nim, i U
sustavima s usmjerenim rasporedom molekula kaprilne kiseline na pocetku simulacije. Na Slika
11 prikazano je stanje na kraju simulacije za sustave kod kojih je pocetni raspored kaprilne kiseline

bio nasumican te je uoceno stvaranje nakupina kaprilne kiseline pri pH 4,0, dok pri pH 6,5 takvog

nakupljanja nema ili postoji u znatno manjem intenzitetu.

Slika 11. Konformacija HSA i raspored 155 molekula kaprilne kiseline nakon 100 ns simulacije
molekularne dinamike, A) pri pH 4,0 i B) pri pH 6,5.

Takve nakupine pojavljuju se u svim simulacijama pri pH 4,0 te sadrZe izmedu 15 i 40 molekula.
Nepravilnog su oblika, no postoji tendencija orijentacije polarne karboksilne skupine prema
otapalu (Slika 12).
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Slika 12. Primjer nakupina kaprilnih kiselina pri pH 4,0. Crvenim sferama oznaceni su atomi
kisika karboksilne skupine. Polarni krajevi molekula orijentirani su van centara nakupine.

Tijekom simulacije pri pH 6,5 dolazi do sli¢nih kontakata individualnih molekula kiseline s
povrsinom HSA, no nema nakupina kiselina. U simulacijama pri obje pH vrijednosti povecanje
broja vodikovih veza izmedu HSA i molekula kaprilne kiseline prati slicnu dinamiku. Ve¢i broj
vodikovih veza pri pH 4,0 vjerojatno je uzrokovan dodatnom povr$inom dostupnom otapalu
uslijed prije opisanog djelomi¢nog razmatanja (Slika 13). Kod simulacija s nasumi¢nim poc¢etnim
rasporedom kaprilnih kiselina prosjeCan broj vodikovih veza izmedu HSA i molekula kiseline
iznosi 32 pri pH 4,0 i 23 pri pH 6,5. Kod simulacija s molekulama kaprilne kiseline smjestenim u
blizini povrSine HSA prosjecni broj vodikovih veza iznosi 35 pri pH 6,5 1 51 pri pH 4,0. Ru¢no
namjestanje kaprilnih kiselina u blizinu povrsine HSA povecalo je broj vodikovih veza na pocetku

simulacije s 12 na 32 pri pH 6,5 te sa 16 na 35 pri pH 4,0.

U dvije simulacije u kojima je kao pocetna struktura koristena finalna konformacija simulacije pri
pH 4,0 dobivene su srednje vrijednosti broj vodikovih veza izmedu HSA i kaprilnih kiselina u
iznosu 51 za simulaciju s nasumi¢nim rasporedom kiselina i 55 za simulaciju s usmjerenim
rasporedom. Ruéno rasporedivanje molekula kaprilne kiseline u ovim simulacijama dovelo je do

povecanja broja vodikovih veza na pocetku simulacije s 35 na 50.
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Slika 13. Broj vodikovih veza izmedu HSA i molekula kaprilne kiseline u sustavu pri pH 6,5

(plavo) i sustavu pri pH 4,0 (crveno). U oba prikazana sustava molekule kiseline postavljene su u

pravilnu sferu na jednaku udaljenost od centra mase proteina na pocetku simulacije.
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Slika 14. Vezna mjesta kaprilne kiseline na povr§inu HSA nakon 100 ns simulacije molekularne
dinamike pri ¢emu je kao poc€etna konformacija koriStena konformacija s kraja simulacije pri pH
4,0.

Utjecaj razmatanja na interakcije kaprilne kiseline s HSA proucen je i simulacijama 7 i 8 (Tablica
2) u kojima je kao pocetna struktura HSA koriStena zavrsna konformacija nakon simulacije pri pH
4,0 (Slika 14). 1z ovih simulacija vidljivo je da se velik broj molekula kaprilne kiseline veZe na dio

povrsine proteina koji je bio nedostupan za vezanje prije djelomi¢nog razmatanja.

Detaljan prikaz molekula kaprilne kiseline koje dolaze u interakciju vodikovim vezama s
aminokiselinama HSA nalazi se na slici 15. Za porast broja vodikovih veza odgovorne su polarne
aminokiseline koje se nalaze u procjepu izmedu dviju domena do ¢ijeg razdvajanja dolazi pri pH
4,0 (Lys198, Arg217, Arg347, His241, Ser201 i Glu353). Neke od micela formiranih na povrSini
HSA imaju nekoliko molekula kaprilne kiseline koje su povezane vodikovim vezama s
aminokiselinama na povrs§ini HSA, no neke micele i individualne molekule kiseline su vezane

isklju¢ivo hidrofobnim interakcijama. Alifatski lanac ve¢ina molekula kaprilne kiseline koje
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stupaju u vodikove veze nalazi se blizu povrSine HSA indiciraju¢i da istovremeno stvaraju i

hidrofobne interakcije s proteinom.

Slika 15. Aminokiseline HSA (plavo) i molekule kaprilne kiseline (narancasto) koje stvaraju
vodikove veze nakon 100 ns simulacije molekularne dinamike pri ¢emu je kao pocetna
konformacija koristena konformacija s kraja simulacije pri pH 4,0.

Razlika izmedu ponaSanja molekula kaprilne kiseline pri dvije pH vrijednosti opisana je brojem
medusobnih vodikovih veza izmedu molekula kiseline u toku simulacije (Slika 16). Broj vodikovih
veza izmedu molekula kiseline pri pH 6,5 je stabilan tijekom cijele simulacije, dok pri pH 4,0
dolazi do naglog porasta u prvih 20 ns nakon ¢ega slijedi stabilizacija pri visim vrijednostima.
Najvjerojatniji uzrok razlike u broju vodikovih veza izmedu dviju pH vrijednosti je veéa prosjeéna

blizina molekula kaprilne kiseline uslijed stvaranja micela.
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Slika 16. Broj vodikovi veza stvorenih izmedu molekula kaprilne Kiseline u toku simulacije pri
pH 6,5 (zeleno) i pH 4,0 (plavo). Ve¢éi broj vodikovih veza pri pH 4,0 rezultat je nakupljanja
molekula kiseline u micelama sli¢ne strukture.

Usporedena je lokalizacija kaprilne kiseline na povr$ini HSA u odnosu na poznata visoko
afinitetna vezna mjesta za masne kiseline na albuminu (Slika 17). Uoceno je da se mjesta
interakcije molekula kaprilne kiseline s povr§inom HSA rijetko podudaraju s navedenim visoko
afinitetnim mjestima. Moguci razlog ovog nepodudaranja je ¢injenica da su vezna mjesta za masne
kiseline na HSA utvrdivana u odnosu na naj¢es¢e masne kiseline u ljudskoj krvi koje su sve znatno
ve¢e od kaprilne kiseline (Curry 2003). Broj kaprilnih kiselina koje se nalaze unutar 3,5 A
udaljenosti od povrSine HSA tijekom simulacija pri pH 6,5 krece se izmedu 25 140 (Slika 11, Slika

17). Ovabrojka blizu je teoretske brojke od 20 veznih mjesta s niskim afinitetom za masne kiseline
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(Goodman, 1958). Pri pH 4,0 broj molekula kaprilne kiseline koje se nalaze u blizini povrSine
HSA puno je veci uslijed stvaranja micela.

Slika 17. Mjesta interakcije HSA i kaprilne kiseline, A) pri pH 4,0 i B) pri pH 6,5. Obojana su mjesta na
strukturi HSA koja formiraju 7 mjesta sa velikim afinitetom za vezanje masnih kiselina u krvi.

Provjerena je i raspodjela hidrofobnih regija na povrsini HSA kako bi provjerili je 1i opravdano
objasniti prianjanje molekula kaprilne kiseline uz povrsinu proteina pomoc¢u hidrofobnog efekta
(Slika 18). Broj i veli¢ina pronadenih hidrofobnih regija na povr$ini HSA mozZe objasniti vezanje

molekula kaprilne kiseline na povrSinu proteina.
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Slika 18. Struktura HSA s plavo oznac¢enim segmentima povrsine koji imaju hidrofobni karakter.
Crveno su oznacene alfa zavojnice.
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4 Rasprava

4.1 Promjena konformacije albumina

Djelomi¢no razmatanje HSA uzrokovano elektrostatskim odbijanjima pri nizem pH ve¢ je prije
opisana s pomoc¢u simulacija molekularne dinamike pri pH 3,5 (Baler i sur., 2014). Ova vrijednost
pH vjerojatno je izabrana jer pri njoj dolazi do protonacije veéine aminokiselina u regiji HSA u
kojoj dolazi do razmicanja domena. Ova regija priblizno se sastoji 0od aminokiselina 180 do 224,
336 do 346, 396 do 409, 417 do 465, 477 do 4831513 do 521, i karakterizira ju velika zastupljenost

bazi¢nih aminokiselina (Slika 19).

pH 3,5

Slika 19. Usporedba relativnih naboja bo¢nih ogranaka histidina, aspartata, glutamate, lizina i arginina koji se
nalaze na granicama domena do ¢ijeg razmicanja dolazi pri nizim pH vrijednostima. Zeleno su oznacene
pretezito neutralne aminokiseline, crveno relativno pozitivno nabijene, a plavo one relativno negativno
nabijene. Zutom bojom oznadena je regija u kojoj dolazi do elektrostatskih odbijanja. Do razmicanja lijevog i
desnog dijela Zuto oznacene reigje dolazi kod pH 3,5 1 kod pH 4,0.
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Iz rezultata simulacija jasno je da do promjene konformacije HSA dolazi i pri pH 4,0. Glavna
razlika izmedu protonacije bo¢nih ogranaka aminokiselina izmedu HSA pri pH 4,0 i pH 3,5 je
raspodjela naboja na aspartatima, od kojih se tri nalaze u domenama izmedu kojih dolazi do
razmicanja (Asp182, Asp186 i Asp450).

4.2 PonaSanje kaprilne Kkiseline pri razli¢itim pH vrijednostima

U simulacijama pri pH 4,0 zapazeno je stvaranje micelama sli¢nim struktura kaprilne kiseline na
povrsini proteina i u otapalu. Razli¢ita kriti¢éna koncentracija za stvaranje micela masnih kiselina
u protoniranom i deprotoniranom stanju uzrokovana je elektrostatskim odbijanjima

deprotoniranih karboksilnih skupina pri visem pH (Salentinig i sur., 2014).

Interakcije kaprilnih kiselina s povr§inom proteina imaju nespecificni, hidrofobni karakter te ne
koreliraju sa sedam poznatih, visoko specifi¢nih veznih mjestima za serumske masne kiseline na
HSA, vjerojatno zato $to su ta mjesta utvrdena u odnosu na znatno masne kiseline znatno duljih
hidrofobnih lanaca u odnosu na kaprilnu Kiselinu. Kaprilne kiseline vezu se na djelomi¢no
hidrofobne regije na povrsini proteina pri obje pH vrijednosti. Razlog odudaranja broja kiselina
vezanog na povrsinu HSA u odnosu na broj teoretskih nisko afinitetnih mjesta vjerojatno je takoder
razlika u veli¢ini molekula ¢ije je vezanje razmatrano. Pri niZoj pH vrijednosti vezanje kaprilnih
kiselina na hidrofobne dzepove na povrsini HSA praceno je istovremenom agregacijom molekula

kiseline u micele, Sto rezultira stvaranjem vec¢ih nakupina kaprilne kiseline uz povrSinu proteina.

Mnoge od interakcija kaprilne kiseline s povr§inom proteina imaju 1 karakter vodikove veze s
aminokiselinama na povrsini HSA. S obzirom na veli¢inu i broj hidrofobnih dZepova na povrsini
proteina u odnosu na relativno kratki hidrofobni lanac kaprilne kiseline postoje dva moguca nacina
vezanja. Na veé¢im hidrofobnim dZepovima na povrsini proteina ili hidrofobnim procjepima koji
su skriveni unutar strukture HSA dolazi do vezanja samo hidrofobnim interakcijama nakon ¢ega
slijedi potencijalno stvaranje micelarne nakupine oko ve¢ vezane molekule kiseline pri nizim pH
vrijednostima. U drugom slu¢aju molekula kaprilne kiseline veZze se i hidrofobnom interakcijom s
alifatskim lancem i vodikovom vezom s obliznjom polarnom aminokiselinom. Molekule kaprilne

kiseline zamijecene tijekom analize vodikovih veza koje nisu istovremeno u hidrofobnoj
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interakciji s povrSinom proteina uvijek su bile dio micelarnih nakupina u blizini povrsine. Ovakve

dodatne vodikove veze mozda omogucuju stabiliziranje micele na povrsini proteina.

Na temelju broja direktnih interakcija kaprilnih kiselina s povrS§inom HSA pri pH 6,5 vjerojatno je
da su velike micele vidljive u simulacijama pri pH 4,0 rezultat stapanja viSe manjih micela koje se
formiraju oko pojedinac¢nih molekula kaprilne kiseline vezanih na hidrofobne dzepove na povrsini

HSA.
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5 Zakljucak

Pri pH 4,0 dolazi do izrazene promjene konformacije HSA koja rezultira znatnim povecanjem
povrsine dostupne otapalu. Pri pH 6,5 ne dolazi do ove promjene te je konformacija HSA stabilna
kroz svih 100 ns simulacije molekularne dinamike. Razlog ove promjene konformacije su
elektrostatska odbijanja koja nastaju uslijed naboja koje imaju bo¢ni ogranci aspartata (Asp182,
Aspl1861 Asp450) unutar centralne regije proteina pri pH 4,0. Poveéanja povrsine dostupne otapalu
koje nastaje zbog konformacijske promjene proteina pri pH 4,0 uzrokuje povecanje broja

interakcija HSA s molekulama kaprilne kiseline.

Molekule kaprilne kiseline stvaraju micele u protoniranom stanju pri pH 4,0. Pri pH 6,5 ne dolazi
do stvaranja micela zbog prevelikih odbijanja nabijenih karboksilnih skupina u deprotoniranom

stanju.

Tijekom simulacija pri obje pH vrijednosti dolazi do vezanja molekula kaprilne kiseline na
povrsinu proteina. Vezanje je uzrokovano hidrofobnim efektom izmedu hidrofobnih lanaca
kaprilne kiseline i hidrofobnih dzepova na povr$ini HSA. Uz hidrofobne interakcije, u vezanju
kaprilne kiseline sudjeluje 1 velik broj vodikovih veza, no na svim mjestima vezanja nuZna je i
hidrofobna interakcija. Kombinacija stvaranja micela i vezanja molekula kaprilne kiseline na

povrSinu HSA uzrokuje stvaranje velikih micelarnih nakupina na povrSini proteina pri pH 4,0.
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Slika P1. Broj vodikovih veza izmedu HSA i molekula kaprilne kiseline u sustavu pri pH 6,5
(plavo) i sustavu pri pH 4,0 (crveno). U oba prikazana sustava molekule kiseline postavljene su u
pravilnu sferu na jednaku udaljenost od centra mase proteina nakon ¢ega su neke od molekula
kiseline premjeSten u potencijalna mjesta interakcije



80
|

70
|

60
|

50
|

Broj vodikovih veza

| | { 'llk ﬂﬁly .'||' I

40

[ Q—

100 200 300 400 200

t/ns

Slika P2. Broj vodikovih veza izmedu HSA i molekula kaprilne kiseline u sustavima u kojima je
kao pocetna konformacija koristena finalna konformacija iz simulacija pri pH 4,0. Plavom bojom

su oznacen vrijednosti za sustav u kojem su molekule kaprilne kiseline rasporedene u pravilnu
sferu, a crveno vrijednosti za sustav u kojem su ru¢no rasporedene na potencijalna mjesta
interakcije.
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Slika P3. RMSD vrijednosti kroz 100 ns simulacija molekularne dinamike sustava HSA i
kaprilne kiseline. Crveno; molekule kaprilne kiseline postavljene u sferu oko HSA pri pH 4,0,
crveno; molekule kaprilne kiseline ru¢no postavljene oko HSA pri pH 4,0.



Slika P4. Konformacija HSA i raspored 155 molekula kaprilne kiseline nakon 100 ns simulacije
molekularne dinamike, pri pH 4,0 s ru¢no postavljenim molekulama kiseline na poc¢etku
simulacije.
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