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Polifenoli su aromatski sekundarni biljni metaboliti, za koje postoje brojni dokazi o 
ǇƻǾƻƭƧƴƻƳ ǳőƛƴƪǳ ƴŀ ƭƧǳŘǎƪƻ ȊŘǊŀǾƭƧŜΦ !ƴǘƛƻƪǎƛŘŀǘƛǾƴe, antikancerogene i mnoge druge 
ƻǇŀȌŜƴŜ ŀƪǘƛǾƴƻǎǘƛ ǇƻƭƛŦŜƴƻƭŀ ƻǾƛǎŜ ƻ ƴƧƛƘƻǾƻƧ ōƛƻǊŀǎǇƻƭƻȌƛǾƻǎǘƛΦ .ǳŘǳŏƛ Řŀ su polifenoli 
ǇǊƛǎǳǘƴƛ ǳ ǇƭŀȊƳƛ ƳŜǘŀōƻƭƛőƪƛ ƳƻŘƛŦƛciraniΣ ŀƴŀƭƛȊƻƳ ƎƭŀǾƴƛƘ ƪƻƳǇƻƴŜƴǘƛ ǳǎǇƻǊŜŚŜƴ je utjecaj 
metilacije, sulfatacije i glukuronidacije te deprotonacije i dvostruke oksidacije na 
ŦŀǊƳŀƪƻƪƛƴŜǘƛőƪŀ ǎǾƻƧǎǘǾŀ ƪǾŜǊŎŜǘƛƴŀ ƛ ƪŀǘŜƘƛƴŀ ȊŜƭŜƴƻƎ őŀƧŀ. Ovi pƻƭƛŦŜƴƻƭƛ ǎŜ ǳ ǇƭŀȊƳƛ ǾŜȌǳ 
ƴŀ ǎŜǊǳƳǎƪƛ ŀƭōǳƳƛƴΣ ƴŀƧȊŀǎǘǳǇƭƧŜƴƛƧƛ ǇǊƻǘŜƛƴ ǇƭŀȊƳŜΣ őƛƧŀ ƧŜ ƴŀƧǾŀȌƴƛƧŀ ŦǳƴƪŎƛƧŀ ǊŜǾŜǊȊƛōƛƭƴƻ 
vezanje i transport velikog broja endogenih i egzogenih molekula. UǘƧŜŎŀƧ ƳŜǘŀōƻƭƛőƪƛƘ 
modifikacija na ƴŀőƛƴ i afinitet vezanja kvercetina i katehina u Sudlovljevo vezno mjesto 1 
ƛǎǘǊŀȌŜƴ je molekulskim uklapanjem u ljudski ƛ ƎƻǾŜŚƛ ǎŜǊǳƳǎƪƛ ŀƭōǳƳƛƴ ǇƻƳƻŏǳ ǇǊƻƎǊŀƳŀ 
AutoDock. Dobiveni rezultati su u skladu s dostupnim eksperimentalnim podacima iz 
literature. Sulfatacija ǎŜ ƻǇŏŜƴƛǘƻ pokazala najpovoljnijom modifikacijoma za vezanje ovih 
polifenola na oba albumina i mogla bi biti uzrokom kompeticije polifenola s lijekovima za 
vezanje na albumin u plazmi. Rezultati dobiveni za ljudski ƛ ƎƻǾŜŚƛ ŀƭōǳƳƛƴ su ƳŜŚǳǎƻōƴƻ 
ȊƴŀőŀƧƴƻ ǊŀȊƭƛőƛǘƛ Ǒǘƻ ǳƪŀȊǳƧŜ Řŀ ƎƻǾŜŚƛ ŀƭōǳƳƛƴ ƴƛƧŜ ǇƻǾƻƭƧŀƴ ŀƴŀƭƻƎ ƘǳƳŀƴƻƳ Ȋŀ 
ƛǎǘǊŀȌƛǾŀƴƧŜ ǾŜȊŀƴƧŀ ǇƻƭƛŦŜƴƻƭŀ ƴŀ ǎŜǊǳƳǎƪƛ ŀƭōǳƳƛƴΦ ¢ŀƪƻŚer je deteljno ispitan utjecaj 
ǇƻőŜǘƴƛƘ ǎǘǊǳƪǘǳǊŀ ƛ ǇŀǊŎƛƧŀƭƴƛƘ ŀǘƻƳǎƪƛƘ ƴŀōƻƧŀ ƴŀ ǊŜȊǳƭǘŀǘŜ ƳƻƭŜƪǳƭǎƪƻƎ ǳƪƭŀǇŀƴƧŀ 
AutoDockom. 
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Polyphenols are aromatic secondary plant metabolites, with numerous evidences for human 
health benefit. Antioxidative, anticancer and other activities of polyphenols depend on their 
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modified, the principle component analysis was used to study effects of methylation, 
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ABSTRACT 
 

1. UVODΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧ1 
1.1. PolifenoliΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΦΦ1 

1.1.1. ½ƴŀőŀƧ ǇƻƭƛŦŜƴƻƭŀΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΦ1 
1.1.2. Kemijska struktura i klasifikacija polifenolaΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧ1 
1.1.3. Metaboliti polifenola u plazmiΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧ2 

1.1.3.1. aŜǘŀōƻƭƛǘƛ ƪǾŜǊŎŜǘƛƴŀΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΦ3 
1.1.3.2. aŜǘŀōƻƭƛǘƛ ƪŀǘŜƘƛƴŀΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΦ3 

1.1.4. BioǊŀǎǇƻƭƻȌƛǾƻǎǘ polifenolaΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΦ4 
1.2. Serumski albumini (SA) ς ǎǘǊǳƪǘǳǊŀ ƛ ǾŜȊƴŀ ƳƧŜǎǘŀΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧ.4 

1.2.1. Utjecaj strukture ƴŀ ŀŦƛƴƛǘŜǘ ǇƻƭƛŦŜƴƻƭŀ ǇǊŜƳŀ {!ΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΦΦ7 
 

2. MATERIJALI I METODEΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΦΦΦΧ.9 
2.1. !ƴŀƭƛȊŀ ǾŜȊƴƻƎ ƳƧŜǎǘŀ м I{! ƛ .{! ǇƻƳƻŏǳ ǇǊƻƎǊŀƳŀ MOLEΧΧΧΧΧΧΧΧ.9 
2.2.   Usporedba ADME svojstava polifenola i njihovih metabolita  
ǇƻƳƻŏǳ programa VolSurf+ i analize glavnih komponenti ΦΧΧΧΧΧΧΦΧΧΧΧΦΧΦΦ..9 
2.3. Molekulsko uklapanje programom AutoDock (AD) .ΧΧΧΧΧΧΧΦΧΧΧΧΧΦΦΦ9 

2.3.1. Program AutoDockΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΦΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΦ10 
2.3.1.1.  GŜƴŜǘƛőƪƛ ŀƭƎƻǊƛǘŀƳ (GA)ΧΧΧΧΧΧΧΦΧΧΧΧΧΧΧΦΧΧΧΧΧΧ10 
2.3.1.2.  [ŀƳŀǊŎƪƻǾ ƎŜƴŜǘƛőƪƛ ŀƭƎƻǊƛǘŀƳ ό[D!ύΧΦΦΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧ11 
2.3.1.3. Polje silaΧΧΧΧΧ.ΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΦΦΧΧΧΧΧΧΧΦΧΧΧΧΧΧΦ12 

2.3.2. Odabir struktura albumina HSA i BSA u bazi PDBΧΧΧΧΧΦΧΧΧΧΧΧмо 
2.3.3.   Priprema proteinskih struktura SA i parametri molekulskog uklapanja  

AutoDockomΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΦΦΧΧΦΦΧΧΧΧΦΦΧΧΧΧΧΦΧΦΦΦΧΦм4 
2.3.4. Odabir i priprema liganada za molekulsko uklapanjeΧΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΦΧΧΧΦΦΦΦмр 

 

3. REZULTATIΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΦΦΦΧΧΧΦн0 
3.1. !ƴŀƭƛȊŀ ǾŜȊƴƻƎ ƳƧŜǎǘŀ м I{! ƛ .{! ǇƻƳƻŏǳ ǇǊƻƎǊŀƳŀ MOLEΧΧΧ.ΧΦΦΧΧΧΦнл  
3.2. ¦ǎǇƻǊŜŘōŀ !5a9 ǎǾƻƧǎǘŀǾŀ ǇƻƭƛŦŜƴƻƭŀ ƛ ƴƧƛƘƻǾƛƘ ƳŜǘŀōƻƭƛǘŀ ǇƻƳƻŏǳ  
             programa VolSurf+ i analize glavnih komponentiΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΦΦΦΧΧΧнм 
3.3. Molekulsko uklapanje varfarina i ostalih testnih spojeva u HSA...................24 

3.3.1. Analiza ǊŜȊǳƭǘŀǘŀΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΦΦΦΦ...24 
3.3.2.  Utjecaj ǇƻőŜǘƴƛƘ ǎǘǊǳƪǘǳǊŀ ƴŀ ǊŜȊǳƭǘŀǘŜ ƳƻƭŜƪǳƭǎƪƻƎ ǳƪƭŀǇŀƴƧŀ Ȋŀ 

varfarinΦΧΧΧΧΧΧΧΧΦΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΦΧ.26 
3.3.3. ¦ǘƧŜŎŀƧ ǇƻőŜǘƴƛƘ ǎǘǊǳƪǘǳǊŀ ƴŀ ǊŜȊǳƭǘŀǘŜ ƳƻƭŜƪǳƭǎƪƻƎ ǳƪƭŀǇŀƴƧŀ ƻǎǘŀƭih 

testnih spojevaΧΧΧΧΧΧΧΧΧ.ΧΧΧΦΦΧΧΧΦΧΦΧΧΧΧΧΧΧΧΦΦΧΦΦΦΧΧ....31 
3.4. Molekulsko uklapanje kvercetina i njegovih metabolita u HSAΧΧΦΦΦΦΦΧΧΦ...31 

3.4.1. Utjecaj ǇƻőŜǘƴƛƘ ƪƻƴŦƻǊƳŀŎƛƧŀ ƛ parcijalnih atomskih naboja  
na rezultate molekulskog uklapanjaΧΧΧΧΧΦ.ΧΧΧΧΦΧΧΧΧΧΦΧ..ΧΧΦΦΦом 

3.4.2. ¦őƛƴŀƪ ƳŜǘŀōƻƭƛőƪƛƘ ǘǊŀƴǎŦƻǊƳŀŎƛƧŀ ƴŀ ǾŜȊŀƴƧŜ ƪǾŜǊŎŜǘƛƴŀ ƴŀ I{!.....39 
3.4.2.1. Vezanje kvercetƛƴŀΧΧΧΧΧΧΧΧΧΦΦΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΦΦΦΦоф 
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3.4.2.2. Vezanje aniona kvercetinaΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΧΦΧΧΦΦΧΦΦΦпл 
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3.5.4. Vezanje EGC-a i njegovih metabolita ΧΧΧΧΧΧΦΦΧΦΦΧΧΧΧΧΧΧΧΦΦΦпф 
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POPIS KRATICA I SIMBOLA 

 
AD - AutoDock 
ADME - apsorpcija, distribucija, metabolizam, ekskrecija 
ADT - AutoDock Tools 
BSA - ƎƻǾŜŚƛ ǎŜǊǳƳǎƪƛ ŀƭōǳƳƛƴ όŜƴƎΦ ōƻǾƛƴŜ ǎŜǊǳƳ ŀƭōǳƳƛƴύ 
CACO2(VolSurf+) - permeabilnost kroz membrane CACO2 modelnih stanica 
COMT - katehol- O-metiltransferaze 
DIFF(VolSurf+)  - difuzivnost 
EC - (-)-epikatehin  
EGC - (-)-epigalokatehin 
EGCG - (-)-epigalokatehin-3-galat  
G - glukuronid 
GA - ƎŜƴŜǘƛőƪƛ ŀƭƎƻǊƛǘŀƳ 
H-veza - vodikova veza 
HSA - ljudski serumski albumin (eng. human serum albumin)  
HSA(VolSurf+) - ƘƛŘǊƻŦƻōƴŀ ǇƻǾǊǑƛƴŀ  
LGA - [ŀƳŀǊŎƪƻǾ ƎŜƴŜǘƛőƪƛ ŀƭƎƻǊƛǘŀƳ 
LgBB(VolSurf+)  - logaritam permeabilnosti kroz krvno-ƳƻȌŘŀƴǳ ōŀǊƛƧŜǊǳ 
logP(VolSurf+)  - ǇŀǊǘƛŎƛƧǎƪƛ ƪƻŜŦƛŎƛƧŜƴǘ ƛȊƳŜŚǳ ƴ-oktanola i vode  
logD7.5(VolSurf+)  - distribucijski koeficijent ƛȊƳŜŚǳ ƻƪǘŀƴƻƭŀ ƛ ǾƻŘŜ pri pH= 7.5  
M1 - struktura R-varfarina iz programa Marvin s negativnim nabojem "lokaliziranim" na atomu 4-O 
M2 - struktura R-varfarina iz programa Marvin ǎ ŘŜƭƻƪŀƭƛȊƛǊŀƴƛƳ ƴŜƎŀǘƛǾƴƛƳ ƴŀōƻƧŜƳ ŘŜŦƛƴƛǊŀƴƛƳ ǊǳőƴƻƳ 
aromatizacijom veza u pironskom prstenu prije optimiranja strukture  
M3 - struktura neutralnog R-varfarina iz programa Marvin 
Me - metil 
MW(VolSurf+)  - molekulska masa  
n - ƴŀőƛƴ ǾŜȊŀƴƧŀ ǳ ǎǊŜŘƛǑƴƧŜƳ ǇǊƻŎƧŜǇǳ ǎƭƛőŀƴ ƴŀőƛƴǳ ǾŜȊŀƴƧŀ ƴŀǇǊƻƪǎŜƴŀ ǳ ǎǘǊǳƪǘǳǊƛ .{! пhwл 
NCC(VolSurf+) - ukupan broj nabijenih atoma 
OB - Open Babel 
parc. at. naboj - parcijalni atomski naboj 
PB(VolSurf+)  - postotak vezanja na proteine plazme 
PC - glavna komponenta (eng. principal component) 
PCA - analiza glavnih komponenti (eng. principal component analysis)  
PDB - proteinska baza podataka (Protein Dana Bank) 
PSA(VolSurf+)  - ǇƻƭŀǊƴŀ ǇƻǾǊǑƛƴŀ 
PVM - ǇǊƻǑƛǊŜƴƻ ǾŜȊƴƻ ƳƧŜǎǘƻ 
RMSD - ƪǾŀŘǊŀǘƴƛ ƪƻǊƛƧŜƴ ǇǊƻǎƧŜőƴƛƘ ƪƻǊƛƧŜƴŀ ŘŜǾƛƧŀŎƛƧŜ ƻƪƻ ǎǊŜŘƴƧŜ ǾǊƛƧŜŘƴƻǎǘƛ ƎǊǳǇŜ ǇƻŘŀǘŀƪŀΣ όŜƴƎƭΦ wƻƻǘ 
Mean Square Deviation) 
Sulf - sulfat 
SA - serumski albumin  
SAR - odnos strukture i aktivnosti (eng. structure-activity relationship) 
SBDD - metode strukturi molekulske mete (eng. structure based drug design)  
SOLY(VolSurf+)  - topljivost  
UGT - UDP-glukuroniltransferaze  
Va - ǾŀǊŦŀǊƛƴǎƪƛ ƴŀőƛƴ ǾŜȊŀƴƧŀ s istom orijentacijom prstena A/C kao u strukturi 2BXD 
Vb - ǾŀǊŦŀǊƛƴǎƪƛ ƴŀőƛƴ ǾŜȊŀƴƧŀ sa suprotnom orijentacijom prstena A/C od one u strukturi 2BXD 
VD(VolSurf+) - volumen distribucije 
Ver. - verzija programa 
VM - vezno mjesto 
vn1 - ǇǊǾƛ ƴŀőƛƴ ǾŜȊŀƴƧŀ ǇǊŜŘǾƛŚŜƴ Ȋŀ ƴŜǳǘǊŀƭƴǳ ǎǘǊǳƪǘǳǊǳ R-varfarina (M3)  
vn4 - őetvrti ƴŀőƛƴ ǾŜȊŀƴƧŀ ǇǊŜŘǾƛŚŜƴ Ȋŀ ƴŜǳǘǊŀƭƴǳ ǎǘǊǳƪǘǳǊǳ R-varfarina (M3)  
vs/ob - ƴŀőƛƴ ǾŜȊŀƴƧŀ ǇǊŜŘǾƛŚŜƴ Ȋŀ ǎǘǊǳƪǘǳǊǳ S-varfarina iz programa OB 
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1. UVOD 
 
Sekundarni biljni metaboliti polifenoli pobudili su posljednjih godina veliki znanstveni interes 
zŀƘǾŀƭƧǳƧǳŏƛ ǊŀǎǘǳŏŜƳ ōǊƻƧǳ ŘƻƪŀȊŀ ƻ ƴƧƛƘƻǾƻƳ ǇƻǾƻƭƧƴƻƳ ǳőƛƴƪǳ ƴŀ ƭƧǳŘǎƪƻ ȊŘǊŀǾƭƧŜ 
(Pandey i Rizvi 2009). hǇŀȌŜƴƛ ōƛƻƭƻǑƪƛ ǳőƛƴŎƛ polifenola ovise o njihovoj slobodnoj 
ƪƻƴŎŜƴǘǊŀŎƛƧƛ ǳ ǇƭŀȊƳƛΣ ǘȊǾΦ ōƛƻǊŀǎǇƻƭƻȌƛǾƻǎǘƛ. Polifenoli se u plazmi ǾŜŏƛƴƻƳ ǾŜȌǳ ƴŀ ǎŜǊǳƳǎƪƛ 
albumin (SA) (Dangles i sur. 2001, Boulton i sur. 1998). Interakcija s albuminom ƻǇŏŜƴƛǘƻ 
ƻŘǊŜŚǳƧŜ ǎƭƻōƻŘƴǳΣ ŀƪǘƛǾƴǳ ƪƻƴŎŜƴǘǊŀŎƛƧǳ ǎǇƻƧŜǾŀΣ ƳƻȌŜ ǎƭǳȌƛǘƛ Ȋŀ ƴƧƛƘƻǾƻ ŘǳƎƻǘǊŀƧƴƛƧŜ 
ǇƻƘǊŀƴƧƛǾŀƴƧŜ ǘŜ ȊƴŀőŀƧƴƻ ǳǘƧŜŎŀǘƛ ƴŀ apsorpciju, distribuciju, metabolizam, ekskreciju 
(ǎƪǊŀŏŜƴƻ ADME) ƛ ŦŀǊƳŀƪƻƪƛƴŜǘƛőƪƛ ǇǊƻŦƛƭ spojeva, pa tako i polifenola (D'Archivio i sur. 
2007, Buxton 2005, Zinellu i sur. 2015, Gleeson 2008).  
tƻƭƛŦŜƴƻƭƛ ǇƻŘƭƛƧŜȌǳ ōǊƻƧƴƛƳ ƳŜǘŀōƻƭƛőƪƛƳ ǘǊŀƴǎŦƻǊƳŀŎƛƧŀƳŀ u ljudskom organizmu (O'Leary i 
sur. 2003). One ƳƛƧŜƴƧŀƧǳ ǎǘǊǳƪǘǳǊǳ ƛ ǎǾƻƧǎǘǾŀ ǇƻƭƛŦŜƴƻƭŀ ǘŜ ǳǘƧŜőǳ ƴŀ njihovo vezanje na SA 
(Xiao i Kai 2012). wŀőǳƴŀƭƴƛƳ ƳŜǘƻŘŀƳŀ ƳƻƎǳŏŜ ƧŜ ǊŜƭŀǘƛǾƴƻ ōǊȊƻ ƛ ǘƻőƴƻ ǇǊƻǳőƛǘƛ ǳǘƧŜŎŀƧ ǘƛƘ 
modifikacija na afinitet i mjesto vezanja polifenola u strukturama SAΣ Ǒǘƻ ƧŜ ƛ ǘŜƳŀ ƻǾƻƎ 
diplomskog rada. 
 
 

1.1.Polifenoli 
 
1.1.1. ½ƴŀőŀƧ ǇƻƭƛŦŜƴƻƭŀ 
tƻȊƛǘƛǾƴƛ ǳőƛƴŎƛ polifenola na ljudsko zdravlje pripisuju se uglavnom njihovom 
antioksidativnom djelovanju. No, nŜƪŀ ƛǎǘǊŀȌƛǾŀƴƧŀ ǇƻƪŀȊŀƭŀ ǎǳ da polifenoli mogu imati i 
prooksidativni ǳőƛƴakΣ ǇƻǎŜōƛŎŜ ŀƪƻ ǎŜ ǳȊƛƳŀƧǳ ǳ ǾŜƭƛƪƛƳ ƪƻƭƛőƛƴŀƳŀ όMennen i sur. 2005). 
Neki flavonoidi imaju i antibakterijska i antikancerogena svojstva (Li i sur. 2014), koja se 
ŘƧŜƭƻƳƛőƴƻ ǇǊƛǇƛǎǳƧǳ ƛƴǘŜǊŀƪŎƛƧŀƳŀ ǇƻƭƛŦŜƴƻƭŀ ǎ ŜƴŘƻƎŜƴƛƳ ōƛƻƳƻƭŜƪǳƭŀƳŀ ƪŀƻ Ǒǘƻ ǎǳ ƭƛǇƛŘƛΣ 
proteini i DNA te utjecaju na signalne puteve. Primjerice, za kvercetin i (-)-epigalokatehin-3-
Ǝŀƭŀǘ ό9D/Dύ ǇƻȊƴŀǘƻ ƧŜ Řŀ ƛƳŀƧǳ ȊƴŀőŀƧŀƴ ƛƴŘƛǊŜƪǘŀƴ ǳǘƧŜŎŀƧ ƴŀ ǇǊƻǘŜƛƴŜ ǊŀȊƴƛƘ ǎƛƎƴŀƭƴƛƘ 
ǇǳǘŜǾŀ ƪŀƻ Ǒǘƻ ǎǳ ƪƛƴŀȊŜ ƛ ŦŀƪǘƻǊƛ Ǌŀǎǘŀ ό{ǘŜǇŀƴƛŏ ƛ ǎǳǊΦ нлмпΣ wǳǎǎƻ ƛ ǎǳr. 2014, Rodriguez i 
sur. 2006ύΦ bŀ ǘŀƧ ƴŀőƛƴ ƻƴƛ ƳƻƎǳ ǳǘƧŜŎŀǘƛ ƴŀ ŜǇƛƎenetske modifikacije kromatina ƪŀƻ Ǒǘƻ ǎǳ 
acetilacija i metilacija, inhibirati mutagenezu i angiogenezu ili uzrokovati zaustavljanje 
ǎǘŀƴƛőƴƻƎ Ŏƛƪƭǳǎŀ ǘŜ ǎƳǊǘ ǘǳƳƻǊǎƪƛƘ ǎǘŀƴƛŎŀΦ 
 
 1.1.2. Kemijska struktura i klasifikacija polifenola 
Polifenoli su spojevi kƻƧƛ ǎŜ ǎŀǎǘƻƧŜ ƻŘ ōŀǊŜƳ ƧŜŘƴƻƎ ŀǊƻƳŀǘǎƪƻƎ ǇǊǎǘŜƴŀ ǎ ƧŜŘƴƻƳ ƛƭƛ ǾƛǑŜ 
hidroksilnih grupa. Prema kemijskoj strukturi mogu se podijeliti u nekoliko skupina (slika 1).  
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Slika 1. Primjeri struktura najzastupljenijih skupina polifenola A-flavonoidi, B-fenolne kiseline, C-stilbeni i D-

kurkuminoidi. Modificirano prema Fantini i sur. (2015). Na strukturi flavonola i flavanola ƻȊƴŀőŜƴƛ ǎǳ ǇǊǎǘŜƴƻǾƛ  
i numerirani atomi. 

 
CƭŀǾƻƴƻƛŘƛ ǎǳ ƎƭŀǾƴŀ ƛ ǑƛǊƻƪƻ rasprostranjena skupina polifenola (Ross i Kasum 2002). Njihova 
struktura karakteǊƛǎǘƛőƴŀ ƧŜ Ǉƻ ōŜƴȊŜƴǎƪƻƳ ǇǊǎǘŜƴǳ !Σ ƪƻƴŘŜƴȊƛǊŀƴƻƳ ǎ ƘŜǘŜǊƻŎƛƪƭƛőƪƛƳ 
ǑŜǎǘŜǊƻőƭŀƴƛƳ ǇƛǊŀƴǎƪƛƳ ƛƭƛ ǇƛǊƻƴǎƪƛƳ ǇǊǎǘŜƴƻƳ /Σ ƪƻƧƛ ƴŀ ŘǊǳƎƻƳ ƛƭƛ ǘǊŜŏŜƳ ǇƻƭƻȌŀƧǳ ƛƳŀ 
vezan fenilni prsten B (slika 1). Identificirano je preko 4ллл ǊŀȊƭƛőƛǘƛƘ ŦƭŀǾƻƴƻƛŘŀ ƛȊƻƭƛǊŀƴƛƘ ƛȊ 
biljaka koji su podijeljeni u podskupine: flavonoli, flavoni, flavanoli, antocijanini, flavanoni i 
izoflavoni (Middleton i Kandaswami 1993, Fantini i sur. 2015).  
U ovom radu prouőŀǾŀƴƻ je vezanje najzastupljenijeg flavonola kvercetina, i flavanola  
ƪŀǘŜƘƛƴŀ ȊŜƭŜƴƻƎ őŀƧŀ (-)-epigalokatehin-3-galata (EGCG-a), (-)-epigalokatehina (EGC-a) i (-)-
epikatehina (EC-a) na albumin. Glavna razlika u strukturi flavonola i flavanola je prisutnost 
dvostruke veze C2=C3 i keto skupine na ǇƻƭƻȌŀƧǳ 4-pironskog prstena C (slika 1). 
 
 1.1.3. Metaboliti polifenola u plazmi 
MŜǘŀōƻƭƛőƪŜ ƳƻŘƛŦƛƪŀŎƛƧŜ ȊƴŀőŀƧƴƻ mijenjaju strukturu i aktivnost polifenola. Polifenoli se u 

hrani nalaze uglavnom kao b-glikozidi (Day i sur. 1998). Prilikom unosa hranom, prvo se 
deglikoziliraju (Walle i sur. 2005), a zatim se nastali aglikoni prevode u konjugirane derivate 
ǇƻƳƻŏǳ ŜƴȊƛƳŀ ƳŜǘŀōƻƭƛȊƳŀ ŦŀȊŜ LL (O'Leary i sur. 2003). Sulfatacija i glukuronidacija su 
ǇƻǎŜōƴƻ ǾŀȌƴŜ modifikacije polifenola. One ǇƻǾŜŏŀvaju topljivost i molekulsku masu 
ǇƻƭƛŦŜƴƻƭƴƛƘ ŀƎƭƛƪƻƴŀΣ Ǒǘƻ ǇƻǎǇƧŜǑǳƧŜ njihovu eliminacijǳ ǇǳǘŜƳ ǳǊƛƴŀ ǳ ǎƭǳőŀƧǳ ƳŀƭƛƘ 
metabolƛǘŀ ǇƻǇǳǘ ƳƻƴƻǎǳƭŦŀǘŀΣ ƛƭƛ Ȍǳőƛ ǳ ǎƭǳőŀƧǳ ǾŜƭƛƪƛƘ ƛƭƛ ǾƛǑŜǎǘǊǳƪo modificiranih metabolita 
(Manach i sur. 2004). Time se ǎƳŀƴƧǳƧŜ ƴƧƛƘƻǾ ǇƻǘŜƴŎƛƧŀƭƴƻ ǘƻƪǎƛőŀƴ ǳőƛƴŀƪ kada su prisutni u 
visokim koncentracijama. aŜŚǳǘƛƳΣ u ŎƛƭƧƴƛƳ ǘƪƛǾƛƳŀ ƳŜǘŀōƻƭƛőƪŜ ƳƻŘƛŦƛƪŀŎƛƧŜ ƳƻƎǳ ōƛǘƛ 
uklonjene (Scalbert i sur. 2002). 
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  1.1.3.1.Metaboliti kvercetina  

Kvercetin je ŘƻǎǘǳǇŀƴ ǳ ǊŀȊƭƛőƛǘƻƧ ōƛƭƧƴƻƧ ƘǊŀƴƛΣ ǇƻǎŜōƛŎŜ ƭǳƪǳ ƛ ƧŀōǳƪŀƳŀ όIƻƭƭƳŀƴ ƛ ǎǳǊΦ 
1997). Nakon konzumacije hrane bogate kvercetinom, glavni metaboliti identificirani u 
ljudskoj plazmi su kvercetin-3-O-glukuronid, kvercetin-3'-O-sulfat i 3'-O-metil-kvercetin 
(izorhamnetin) (Day i sur. 2001, Mullen i sur. 2006). Njihove maksimalne plazmatske 
koncentracije su nisko mikromolarne.  
9ƴȊƛƳƛ ǳƪƭƧǳőŜƴƛ ǳ ǎƛƴǘŜȊǳ konjugiranih metabolita kvercetina su UDP-glukuroniltransferaze 
(UGT), sulfotransferaze i katehol- O-metiltransferaze (COMT). OǾƛ ŜƴȊƛƳƛ ǇǊƻƴŀŚŜƴƛ ǎǳ u 
ljudskim crijevimŀ ƛ ƴǳȌƴƛ ǎǳ Ȋŀ ǳƴƻǎ ƪǾŜǊŎŜǘƛƴŀ ƛȊ ŎǊƛƧŜǾŀ ǳ ƪǊǾƻǘƻƪ (Radominska-Pandya i 
sur. 1998, De Santi i sur. 2000, Mannisto i Kaakkola, 1999). Kvercetin-3-O-glukuronid i 
kvercetin-3'-O-sulfat su glavni produkti metabolizma kvercetina epitelnih stanica tankog 
crijeva (O'Leary i sur. 2003). Iz crijeva ovi metaboliti prelaze u portalnu venu i jetru. U jetri se 
dalje transformiraju u izorhamnetin te hibridne konjugateΣ ƪŀƻ Ǒǘƻ ƧŜ ƛȊƻǊhamnetin-3-O-
glukuronid, kvercetin-glukuronid-sulfat te kvercetin diglukuronid (Mullen i sur. 2006, O'Leary 
i sur. 2003). YƻǊƛǑǘŜƴƧŜƳ ƳƻŘŜƭnih stanica jetre, HepG2, O'Leary i sur. (2003) su pokazali da 
kvercetin-3-O-glukuronid ima u jetri ŘǾƛƧŜ ƳƻƎǳŏŜ ƳŜǘŀōƻƭƛőƪŜ sudbine: metilaciju kateholne 
skupine ili hidrolizu ƎƭǳƪǳǊƻƴƛŘŀ ŜƴŘƻƎŜƴƻƳ ʲ-glukuronidazom te zatim sulfatacijǳΣ ƴŀƧőŜǑŏŜ 
do kvercetin-3'-O-sulfata. 
 
 1.1.3.2. Metaboliti katehina  

½ŜƭŜƴƛ őŀƧ ōƻƎŀǘ ƧŜ ŘǊǳƎƻƳ ǎƪǳǇƛƴƻƳ ŦƭŀǾƻƴƻƛŘŀΣ ŀ ǘƻ ǎǳ ƪŀǘŜƘƛƴƛΦ Zeleni őŀƧ ǳȊ 9D/D ǎŀŘǊȌƛ ƛ 
katehine EGC i EC. bŀƪƻƴ ƪƻƴȊǳƳŀŎƛƧŜ ȊŜƭŜƴƻƎ őŀƧŀ u krvnoj plazmi je oko 70% EGCG-a 
prisutno u nepromijenjenom obliku, dok je oko 70% EGC-a i EC-a prisutno u obliku konjugata 
(Chow i sur. 2011, Lee i sur. 2002).  
Oko 15% EGCG-a u krvnoj plazmi prisutno je u obliku dimetiliranog konjugata 4',4''-di-O-
metil-EGCG. Dok je u ljudskoj plazmi 4έ-O-metil-9D/D ǇǊƻƴŀŚŜƴ ǎŀƳƻ ǳ ǘǊŀƎƻǾƛƳŀ ό/Ƙƻǿ ƛ 
sur. 2011), ǳ ǘƪƛǾǳ ǇǊƻǎǘŀǘŜ ǇǊƻƴŀŚŜƴ ƧŜ ǳ niskim  koncentracijama (42.1 +/- 32.4 pmol/g 
tkiva), ǎƭƛőƴƛƳ ƻƴƛƳŀ 9D/D-a u plazmiΣ Ǒǘƻ ǎǳƎŜǊƛǊŀ Řŀ ŘŜǘŜƪǘƛǊŀƴƛ пέ-O-metil-9D/D ǇƻǘƧŜőŜ 
od metilacije EGCG-a u tkivu. U skladu s tim su i rezultati koji pokazuju da stanice raka 
ǇǊƻǎǘŀǘŜ [b/ŀt ƳƻƎǳ ƳŜǘƛƭƛǊŀǘƛ 9D/D ǳ пέ-O-metil-EGCG (Wang i sur. 2010). Sulfatirani i 
glukuronidirani konjugati EGCG-ŀ ǇǊƻƴŀŚŜƴƛ su u vrlo malim udjelima (Sun i Ho 2008, Lu i 
sur. 2003). Glukuronidacija EGCG-a ovisi o ispitivanom tkivu (Chow i sur. 2011). Ljudski 
jetreni mikrosomi imaju glavnu funkciju u glukuronidaciji EGCG-a. Jetrene UGT 
metaboliziraju EGCG uglavnom u EGCG-4''-O-glukuronid ǘŜ ǊƧŜŚŜ u 3'-O izomer. Ti metaboliti 
ǾŜŏƛƴƻƳ ǎŜ ƛȊƭǳőǳƧǳ iz tijela putem Ȍǳői ό/ƘŜƴ ƛ ǎǳǊΦ мффтύΦ ¢ŀƧ ƳƻŘŜƭ ƧŜ ǳ ǎƪƭŀŘǳ ǎ őƛƴƧŜƴƛŎƻƳ 
da je EGCG u plazmi prisutan uglavnom u nekonjugiranom obliku (Chow i sur. 2011). Kada je 
glavno mjesto glukuronidacije EGCG-a 4''-O zauzeto metilnom skupinom, njegova 
glukuronidacija nekim izozimima UGT je puno slabija ƛ ƛȊƭǳőƛǾŀƴƧŜ 9D/D-a putem Ȍǳői je 
slabije. UƻőŜƴƻ ƧŜ Řŀ ǳȊ Ǿƛǎƻƪǳ ŀƪǘƛǾƴƻǎǘ enzima COMT, ljudski bubrezi imaju visoku 
ŜƪǎǇǊŜǎƛƧǳ ƛȊƻȊƛƳŀ ¦D¢ ƴŜƻǎƧŜǘƭƧƛǾƻƎ ƴŀ ƳŜǘƛƭŀŎƛƧǳ ό[ǳ ƛ ǎǳǊΦ нллоύΣ Ǒǘƻ ukazuje da se 
regulacija metabolizma i ekskrecije EGCG-ŀ ƻŘǾƛƧŀ ƴŀ ǾƛǑŜ ǊŀȊƛƴŀ i ǳƪƭƧǳőǳƧŜ ƪƻƳǇƭŜƪǎƴǳ 
ŜƴȊƛƳǎƪǳ ƳǊŜȌǳΦ EC i ED/ ǘŀƪƻŚŜǊ ǎŜ ƳŜǘƛƭƛǊŀƧǳ ŜƴȊimima COMTΣ ƴŀ ǇƻƭƻȌŀƧƛƳŀ оϥ ili 4' (Perry 
2014). ½ŀ 9/ ƧŜ ǘŀƪƻŚŜǊ ǳǘǾǊŚŜƴƻ Řŀ ƳƻȌŜ ōƛǘi ƎƭǳƪǳǊƻƴƛŘƛǊŀƴ ƛ ǎǳƭŦŀǘƛǊŀƴ ƴŀ ǇƻƭƻȌŀƧǳ оϥΣ i 
takvi su ƪƻƴƧǳƎŀǘƛ ǇǊƻƴŀŚŜƴƛ ǳ ƭƧǳŘǎƪƻƧ ǇƭŀȊƳƛ ǳ ȊƴŀőŀƧƴƛƳ ƪƻƴŎŜƴǘǊŀŎƛƧŀƳŀ (Actis-Goretta i 
sur. 2012). Bakterije debelog crijeva ǊŀȊƎǊŀŚǳƧǳ 9GCG do (-)-5-(3',4',5'- trihidroksifenil)- -ɹ
valerolaktona i (-)-5-(3',4'-dihidroksifenil)- -ɹvalerolaktonaΣ ƪƻƧƛ ǎǳ ǘŀƪƻŚŜǊ detektirani u 
ljudskoj plazmi (Lee i sur. 2002, Sun i Ho, 2009). 
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 1.1.4. BioǊŀǎǇƻƭƻȌƛǾƻǎǘ polifenola 
Prema hipotezi slobodne frakcije (Buxton 2005), ōƛƻǊŀǎǇƻƭƻȌƛǾƻǎǘ nekog spoja ƻŘǊŜŚŜƴŀ je 
koncentracijom njegovog slobodnog oblika u plazmi. LƴǘŜǊŀƪŎƛƧŀ ǎ ǇǊƻǘŜƛƴƛƳŀ ǇƭŀȊƳŜ ǳǘƧŜőŜ 
na ōƛƻǊŀǎǇƻƭƻȌƛǾƻǎǘ ǎǇƻƧŜǾŀ ǳƪƭƧǳőǳƧǳŏƛ ƛ ǇƻƭƛŦŜƴƻƭŜ (D'Archivio i sur. 2007). Polifenoli i njihovi 
metaboliti u cirkulaciji brzo prelaze iz slobodne frakcije u frakciju vezanu na proteine plazme, 
i obratno. Stupanj vezanja na proteine plazme ƳƻȌŜ utjecati na brzinu ƛȊƭǳőƛǾŀƴƧŀ ǇƻƭƛŦŜƴƻƭŀ 
iz organizma te na njihovu dopremu do ciljnih stanica i tkiva (Pandey i Rizvi 2009). Uz to, 
bǳŘǳŏƛ Řŀ se ȊƴŀőŀƧŀƴ ōǊƻƧ ƘŜǘŜǊƻŎƛƪƭƛőƪƛƘ ƭƛƧŜƪƻǾŀ ǾŜȌŜ ǳ ƛǎǘƻ ǾŜȊƴƻ ƳƧŜǎǘƻ ƪŀƻ ƛ ǇƻƭƛŦŜƴƻƭƛ, 
ƳƻƎǳŏŜ ǎǳ ƴƧƛƘƻǾŜ ǘȊǾΦ ƭƛƧŜƪ-lijek interakcije koje mogu ȊƴŀőŀƧƴƻ utjecati na slobodnu 
koncentraciju lijekova u plazmi i time na njihov terapeutski indeks (Tesseromatis i Alevizou 
2008, Di Bari i sur. 2010).  
Inkubacija kvercetina u ljudskoj plazmi u uvjetima in vitro pokazala je da se on preferentno 
nalazi vezan na proteine plazme i to na ljudski serumski albumin (eng. human serum 
albumin, HSA) (Boulton i sur. 1998). {ƭƛőƴƻΣ ƛnkubacijom EGCG-a s HSA ǳǘǾǊŚŜƴƻ je njegovo 
vezanje na taj plazmatski protein, te je kao glavni strukturni element za afinitet vezanja 
prepoznata galoilna skupina (Zinellu i sur. 2015). Vezanje katehina na HSA ima izrazito 
ǎǘŀōƛƭƛȊƛǊŀƧǳŏi ǳőƛƴŀƪΣ ǎǇǊƧŜőŀǾŀƧǳŏƛ ƴƧƛƘƻǾǳ ƻƪǎƛŘŀŎƛƧǳ ƛ ŜǇƛƳŜǊƛȊŀŎƛƧǳ ǳ vodenoj otopini.  
Varijacije u lokalnim fizikalno-kemijskim ǳǾƧŜǘƛƳŀΣ ƪŀƻ Ǒǘƻ ƧŜ ƴǇǊΦ promjena pH, na 
ǎǇŜŎƛŦƛőƴƛƳ mjestima u organizmu, npr. na mjestima upale, ƳƻƎǳ ǇǊƻǳȊǊƻőƛǘƛ ƪƻƴŦƻǊƳŀŎƛƧǎƪŜ 
promjene albumina, koje dovode do smanjenja afiniteta i disocijacije kompleksa albumina i 
promatranog liganda.  
 
 

1.2. Serumski albumini (SA) ς struktura i vezna mjesta 
 
Serumski albumin je najzastupljeniji protein plazme, prisutan u visokoj koncentraciji od ~40 
mg/mL (Dockal i sur. 1999). Ovaj negativno nabijen protein iznimno je dobro topljiv te ima 
ǾŜƭƛƪ ȊƴŀőŀƧ Ȋŀ ǇƻƘǊŀƴǳ ƛ ǇǊƛƧŜƴƻǎ ōǊƻƧƴƛƘ ŜƎȊƻƎŜƴƛƘ ƛ ŜƴŘƻƎŜƴƛƘ ƪƻƳǇƻƴŜƴǘƛ ǇƭŀȊƳŜ ό/ŀǊǘŜǊ ƛ 
Ho 1994, Curry 2009, Kratochwil i sur. 2002). Uz afinitet za male, negativno nabijene 
aromatske spojeve, SA ima i veliki afinitet za vezanje masnih kiselina, hematina i 
nekonjugiranog ōƛƭƛǊǳōƛƴŀΦ hǎƛƳ ǘǊŀƴǎǇƻǊǘƴŜΣ {! ƛƳŀ ƛ ƳƴƻƎŜ ŘǊǳƎŜ ǳƭƻƎŜΣ ƪŀƻ Ǒǘƻ ƧŜ 
hvatanje slobodnih radikala i njihova inaktivacija, a moȌŜ ƛƴŀƪǘƛǾƛǊŀǘƛ ƛ ǊŀȊƴŜ ǘƻƪǎƛőƴŜ ƭƛǇƻŦƛƭƴŜ 
ƳŜǘŀōƻƭƛǘŜΣ ƪŀƻ Ǒǘƻ ƧŜ ōƛƭƛǊǳōƛƴ ό/ŀǊǘŜǊ ƛ Iƻ мффпύΦ  
HSA ƧŜ ƎǊŀŚŜƴ ƻŘ ƻƪƻ тл҈ ʰ-zavojnica, preostalih 30% strukture őƛƴƛ ƴŀǎǳƳƛőƴƻ ƪƭǳǇƪƻΣ ǘŜ ǳ 
ŎƛƧŜƭƻƧ ǎǘǊǳƪǘǳǊƛ ƴŜƳŀ ʲ-ǇƭƻőŜΦ ¢ƻ mu daje velik stupanj konformacijske fleksibilnosti 
neophodan za vezanje raznovrsnih liganada. Polipeptidni lanac HSA (Uniprot P02768), 
ǾŜƭƛőƛƴŜ ссΦр ƪ5ŀΣ ǎŀǎǘƻƧƛ ǎŜ ƻŘ рур ŀƳƛƴƻƪƛǎŜƭƛƴŀΦ tǊƻǘŜƛƴ ƛƳŀ ǎǊŎƻƭƛƪ ƻōƭƛƪ (slika 2). Dvije 
ǇƻƭƻǾƛŎŜ ǎǊŎƻƭƛƪŜ ƳƻƭŜƪǳƭŜ ŘǊȌŜ ǎŜ ȊŀƧŜŘƴƻ ŜƭŜƪǘǊƻǎǘŀǘǎƪƛƳ ƛ ƘƛŘǊƻŦƻōƴƛƳ ƛƴǘŜǊŀƪŎƛƧŀƳŀΦ Tri 
domene, od kojih se svaka sastoji od ~190 aminokiselina, ƻȊƴŀőǳƧǳ ǎŜ ƪŀƻ LΣ LL ƛ LLLΣ ǇƻőŜǾǑƛ ƻŘ 
N-kraja (slika 2). Svaka domena sastoji se od 10 zavojnica povezanih disulfidnim vezama i 
podijeljena je na subdomene A i B (Carter i Ho 1994).  
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Slika 2. Struktura HSA s ligandima masnim kiselinama (crvena) u 7 ǎǇŜŎƛŦƛőƴƛƘ ǾŜȊƴƛƘ ƳƧŜǎǘŀ (VM). Dva glavna 
vezna mjesta 1 i 2, te manje vezno mjesto 3, poznata su po vezanju raznih drugih liganada. Ulaz u VMм őƛƴŜ 

zavojnice h1, ƴŀ ƪƻƧƻƧ ƧŜ ǎƳƧŜǑǘŜƴ ¢ǊǇнмп, i h2. 
 

DƻǾŜŚƛ ǎŜǊǳƳǎƪƛ ŀƭōǳƳƛƴΣ BSA (eng. bovine serum albumin, Uniprot P02769), je őŜǎǘƻ 
ƛǎǘǊŀȌƛǾŀƴ ǳ ƪƛƴŜǘƛőƪƛƳ ƛ ŀŦƛƴƛǘŜǘƴƛƳ ǘŜǎǘƛǊŀƴƧƛƳŀ ƭƛƧŜƪƻǾŀ ƪŀƻ ȊŀƳƧŜƴŀ Ȋŀ HSA. Razlog tome 
bila je njegova ƭŀƪǑŀ ŘƻǎǘǳǇƴƻǎǘ i stabilnost te ǎǘǊǳƪǘǳǊƴŀ ǎƭƛőƴƻǎǘ ǎ I{!Σ ƪƻƧŀ ƛȊƴƻǎƛ ǾƛǎƻƪƛƘ 
76%. BSA se, kao i HSA, sastoji od jednog polipeptidnog lanca, ali od 583 aminokiseline. 
¢ŀƪƻŚŜǊ ƛƳŀ ƎƭƻōǳƭŀǊƴǳ ǎǊŎƻƭƛƪǳ ǎǘǊǳƪǘǳǊǳ ǎ ǘǊƛ ŘƻƳŜƴŜ ǇƻǾŜȊŀƴŜ ǳƴŀƪǊǎƴƻ ŘƛǎǳƭŦƛŘƴƛƳ 
mostovima. Svaka od domena BSA se ǎŀǎǘƻƧƛ ƻŘ ŘŜǾŜǘ ȊŀǾƻƧƴƛŎŀ ǳ ƻōƭƛƪǳ ǘǊƛǇƭŜǘŀΣ ƪƻƧŜ őƛƴŜ 
sekvence velika-mala-velika zavojnica (Bujacz 2012, Bujacz i sur. 2014). 
Iako se, zbog velike raznolikosti molekula koje ǎŜ ǾŜȌǳ ƴŀ SA, ǳ ǇƻőŜǘƪǳ ǎƳŀǘǊŀƭƻ Řŀ ǎŜ ƻƴŜ 
ǾŜȌǳ ƴŜǎǇŜŎƛŦƛőƴƻΣ ƻǘƪǊƛǾŜƴƻ je da u strukturi SA postoji nekoliko ǎǇŜŎƛŦƛőƴih veznih mjesta za 
ligande male molekulske mase. U bazi proteinskih struktura Protein Data Bank (PDB) 
ǊŀǎǇƻƭƻȌƛǾƻ ƧŜ oko stotinjak struktura kompleksa albumina s raznim kemijskim spojevima 
(www.rcsb.org, Berman i sur.2000, Buttar i sur. 2010, Ghuman i sur. 2005, Petitpas i sur. 
2001 a,b, 2003, Yang i sur. 2007). No, vŜŏ ǇǊƛƧŜ ƴŜƎƻ Ǒǘƻ ƧŜ 3D struktura SA bila ƻŘǊŜŚŜƴŀ, 
Sudlow i sur. (1975, 1976) postavili su temeljnu klasifikaciju veznih mjesta. Na temelju 
analize ƪƻƳǇŜǘƛǘƛǾƴƛƳ ƛǎƪƭƧǳőƛǾŀƴƧŜƳ uz ƪƻǊƛǑǘŜƴƧŜ ŦƭǳƻǊŜǎŎŜƴŎƛƧǎƪƛƘ ǇǊƻōŀ ƛŘŜƴǘƛŦƛŎƛǊŀƴŀ ǎǳ 
dva osnovna vezna mjesta (VM) za ligande male molekulske mase. Ona su nazvana 
Sudlowljevo vezno mjesto 1 (VM1) i vezno mjesto 2 (VM2) (slika 2). TƛǇƛőƴŜ ƪƻƴǎǘŀƴǘŜ 
asocijacije vezanja u VM1 i VM2 se ƪǊŜŏǳ ǳ ǊŀǎǇƻƴǳ ƻŘ мл4 do 106 M-1 (Carter i Ho 1994, 
Kratochwil i sur. 2002).  
U VM1 ǎƳƧŜǑǘŜƴƻƳ ƴŀ ǎǳōŘƻƳŜƴƛ LL! (slike 2 i 3 a)Σ ǾŜȌǳ ǎŜ ǾŜŏƛƴƻƳ ƘŜǘŜǊƻŎƛƪƭƛőƪŜ 
molekule, őŜǎǘƻ s delokaliziranim ƴŜƎŀǘƛǾƴƛƳ ƴŀōƻƧŜƳ ǳ ōƭƛȊƛƴƛ ǎǊŜŘƛǑǘŀ ƳƻƭŜƪǳƭŜΦ To je 
mjesto poznato kao varfarinsko VM. VM1 je prostrano i ƳƻȌŜ ǎƳƧŜǎǘƛǘƛ i ǾƛǑŜ ƭƛƎŀƴŀŘŀ 
ƛǎǘƻǾǊŜƳŜƴƻΣ Ǒǘƻ ƧŜ ǳƻőŜƴƻ ǳ ƪǊƛǎǘŀƭƴƛƳ ǎǘǊǳƪǘǳǊŀƳŀ I{! ǎ ǇŀǊƻǾƛƳŀ ŦŜƴƛƭōǳǘŀȊƻƴ-
indometacin (2BXQ) te azapropazon-indometacin (2BXK) (Ghuman i sur. 2005). VM2, koje se 
nalazi u subdomeni IIIA (slike 2 i 3b), ǇǊŜŦŜǊŜƴǘƴƻ ǾŜȌŜ ƛȊŘǳȌŜƴŜ ŀǊƻƳŀǘǎƪŜ ƪŀǊōƻƪǎƛƭƴŜ 
kiseline s negativnim nabojem udaljenim od hidrofobnog dijela molekule. VM2 je poznato i 
kao indol-diazepinsko ili ibuprofensko VM (Ghuman i sur. 2005). Ipak, te strukturne 
karakteristike nisu strogi preduvjet za vezanje u VM1 ili VM2 te je poznat velik broj liganada 
ƪƻƧƛ ǎŜ ǾŜȌǳ ǳ ƻōŀ vezna mjestaΣ ƛŀƪƻ ǎ ǊŀȊƭƛőƛǘƛƳ ŀŦƛƴƛǘŜǘƻƳ (Petitpas i sur. 2003). Za neke 
ǎǇƻƧŜǾŜ őƛƧŜ ƧŜ ǇǊƛƳŀǊƴƻ ƳƧŜǎǘƻ ǾŜȊŀƴƧŀ ±aмΣ ǳƻőŜƴƻ ƧŜ Řŀ ƪŀƻ ǎŜƪǳndarno VM imaju VM2 i 
obratno. 
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Osim dva primarna vezna mjestaΣ ƘƛŘǊƻŦƻōƴŀ ǑǳǇƭƧƛƴŀ ǳ ƻōƭƛƪǳ ǎƭƻǾŀ [ ǳ ǎǳōŘƻƳŜƴƛ L.Σ ƪƻƧŀ 
ǎŜ ƧƻǑ ƴŀȊƛǾŀ ƛ VM3 (slika 2)Σ ǘŀƪƻŚŜǊ ƧŜ ǇǊƛƳŀǊƴƻ VM Ȋŀ ƭƛƎŀƴŘŜ ƪŀƻ Ǒǘƻ je bilirubin (Zunszain 
i sur. 2003, Zunszain i sur. 2008) i naproksen (Lejon i sur. 2008). Osim toga, SA posjeduje i 
ŘƻŘŀǘƴŀ ƳŀƴƧŜ ǎǇŜŎƛŦƛőƴŀ VM ǳ ǎǾƻƧƻƧ ǎǘǊǳƪǘǳǊƛΣ ƪƻƧŀ ƳƻƎǳ ǎƭǳȌƛǘƛ ƛ ƪŀƻ ǎŜƪǳƴŘŀǊƴŀ VM za 
ligandŜ ƪƻƧƛ ǎŜ ǇǊƛƳŀǊƴƻ ǾŜȌǳ ǳ VM1 ili VM2. 
 

Slika 3. a) VM1 i b) VM2 HSA u strukturi 2BXD iz baze PDB, ǎ ƻȊƴŀőŜƴƛƳ ŀƳƛƴƻƪƛǎŜƭƛƴǎƪƛƳ ƻǎǘŀŎƛƳŀ ƪƻƧƛ ƴŀƧőŜǑŏŜ 
ostvaruju interakcije s ligandima. DoƳŜƴŜ ǎǳ ƻȊƴŀőŜƴŜ ōƻƧŀƳŀ ƪŀƻ ƴŀ ǎlici 2. Neki dijelovi strukture radi 

ƧŀǎƴƻŏŜ ƴƛǎǳ ǇǊƛƪŀȊŀƴƛΦ 

 
Iako je VM1 glavninom ǎƳƧŜǑǘŜƴƻ u subdomeni IIA, ono ǳƪƭƧǳőǳƧŜ ƛ ŀƳƛƴƻƪƛǎŜƭƛƴǎƪŜ ƻǎǘŀǘƪŜ 
subdomena IB (npr. Tyr150, Lys195, Lys199), IIB (npr. Val 343, Leu 347) i IIIA (Leu481) (Slika 2 
i 3 a) (Ghuman i sur. 2005, Petitpas i sur. 2001 b). Ulaz u VM1 ƧŜ ǎƳƧŜǑǘŜƴ ƛȊƳŜŚǳ ȊŀǾƻƧƴƛŎŀ 
h1 i h2 (Slika нύΣ ǇǊƻƳƧŜǊŀ ƧŜ ƻƪƻ мл )Σ ƛ ƻƪǊǳȌŜƴ ƧŜ ǎ őŜǘƛǊƛ ōŀȊƛőƴŜ ŀƳƛƴƻƪƛǎŜƭƛƴŜ [ȅǎмфрΣ 
Lys199, Arg218 i !ǊƎннн őƛƳŜ ǎŜ ǇƻǎǘƛȌŜ ǎŜƭŜƪǘƛǾƴƻǎǘ ±aм ǇǊŜƳŀ ƴŜƎŀǘƛǾƴƻ ƴŀōƛƧŜƴƛƳ 
ligandima (Slika 3 aύΦ ¦Ȋ ǳƭŀȊ ǳ ±aм ǎƳƧŜǑǘŜƴ ƧŜ ƻŘƧŜƭƧŀƪ ƪƻƧƛ őƛƴŜ tƘŜнммΣ ¢ǊǇнмпΣ !ƭŀнмрΣ 
Arg218 i Leu219. SǊŜŘƛǑƴƧŀ ǑǳǇƭƧƛƴŀ ±aм uz apolarne aminokiselinske ostatke npr. Ala291 i 
[ŜǳноуΣ ǎŀŘǊȌƛ ƛ ǇƻƭŀǊƴŜ ostatke npr. Tyr150, His242 i Arg257 (Slika 3 a). Spojevi prikladne 
vŜƭƛőƛƴŜΣ s barem dvije polarne ili anionske grupe na suprotnim krajevima, mogu ostvarivati 
ǾƛǑŜǎǘǊǳƪŜ povoljne interakcije s oba kraja VM1 i vezati se visokim afinitetom (Buttar i sur. 
2010, Ghuman i sur. 2005, Petitpas i sur. 2001 b).  
U odnosu na HSA, znŀőŀƧƴƛƧŜ ǎǳ ǊŀȊƭƛƪŜ ǳ ǎǘǊǳƪǘǳǊƛ ±aм .{! ǇǊƛǎǳǘƴŜ ǳ ōƭƛȊƛƴƛ ǳƭŀȊŀ ǳ VM1. 
Lys195 i Lys199 u HSA zamijenjeni su ǾŜŏƛƳ argininima Arg194 i Arg198 u BSA. Suprotno, 
Arg222 HSA-a je zamijenjen s Lys221 u BSA.  
 

 
Slika 4. Vezanje varfarina u VM1 HSA u kristalnim strukturama 2BXD (svjetlo ǊǳȌƛőŀǎǘŀύ ƛ мIф½ (cijan). 
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Iako pri vezanju liganada male molekulske mase ne dolazi do velikih konformacijskih 
promjena albuminaΣ ǇƻƭƻȌŀƧƛ ōƻőƴƛƘ ƻƎǊŀƴŀƪŀ ƻŘǊŜŚŜƴƛƘ ŀƳƛƴƻƪƛǎŜƭƛƴŀ ǾŜȊƴƻƎ ƳƧŜǎǘŀ se 
mijenjaƧǳΣ Ǒǘƻ ƧŜ ǾŀȌƴƻ ǳȊŜǘƛ ǳ ƻōȊƛǊ ǇǊƛƭƛƪƻƳ ƻŘŀōƛǊŀ ƪǊƛǎǘŀƭƴŜ ǎǘǊǳƪǘǳǊŜ Ȋŀ ƳƻƭŜƪǳƭǎƪƻ 
uklapanje (Buttar i sur. 2010, Ghuman i sur. 2005, Petitpas i sur. 2001 b). Npr., vezanje 
masnih kiselina inducira konformacijsku promjenu u VM1 strukture 1H9Z koja mijenja 
strukturu VM1 ƴŀ ƴŀőƛƴ Řŀ ǇƻƳƛőŜ ¢ȅǊмрлΣ ƛ ƴŜǑǘƻ ƳŀƴƧŜ !ǊƎнртΣ Ǿŀƴ ƛȊ ǾŜȊƴƻƎ ŘȌŜǇŀ, pa oni 
ǾƛǑŜ ƴŜ ƳƻƎǳ ǎǘǾŀǊŀǘƛ ƛƴǘŜǊŀƪŎƛƧŜ ǎ ƭƛƎŀƴŘƛƳŀ όDƘǳƳŀƴ ƛ ǎǳǊΦ нллрύ (slika 4). U odnosu na 
strukturu 2BXD, u strukturi 2BXM s indometacinom, indolni prsten Trp214 je zarotiran radi 
ostvarivanja povoljne ̄ -ˉ ƛƴǘŜǊŀƪŎƛƧe (Buttar i sur. 2010, Ghuman i sur. 2005). 
Interakcija liganada, ǳƪƭƧǳőǳƧǳŏƛ ǇƻƭƛŦŜƴƻƭŜ, sa SA ƛǎǘǊŀȌƛǾŀƴŀ ƧŜ ǊŀȊƴƛƳ ŜƪǎǇŜǊƛƳŜƴǘŀƭƴƛƳ 
metodama. RŀǾƴƻǘŜȌƴƻƳ ŘƛƧŀƭƛȊƻƳΣ ǳƭǘǊŀŦƛƭǘǊŀŎƛƧƻƳ ƛ ǳƭǘǊŀŎŜƴǘǊƛŦǳƎƛǊŀƴƧŜƳ ƴŀƧőŜǑŏŜ ǎŜ 
ƻŘǊŜŚǳƧǳ ǎƭƻōƻŘƴŜ tj. vezane frakcije spojeva u plazmi. Kapilarna elektroforeza, afinitetna 
kromatografija, spektrometrija masa, spektroskopske i fluorescencijske metode koriste se za 
karakterizaciju ǎǇŜŎƛŦƛőƴƛƘ interakcija spojeva sa SA (Boulton i sur. 1998, Sengupta i Sengupta 
2002, Doufur i Dangles 2005, Janisch i sur. 2004, Xiao i sur. 2009, Khan i sur. 2011). Tim 
ƳŜǘƻŘŀƳŀ ƻŘǊŜŚuju se afiniteti i stehiometrija vezanjaΣ ǘŜǊƳƻŘƛƴŀƳƛőƪƛ ƛ ƪƛƴŜǘƛőƪƛ ǇŀǊŀƳŜǘǊƛ 
vezanja te konformacijske promjene SA prilikom vezanja.  
aŜŚǳǘƛƳΣ ovim eksperimentalnim metodama ƴŜ ƳƻȌŜ ǎŜ ǘƻőƴƻ odrediti ƳƧŜǎǘƻ ƛ ƴŀőƛƴ 
ǾŜȊŀƴƧŀ ǇƻƭƛŦŜƴƻƭŀΣ Ǒǘƻ ƻǘŜȌŀǾŀ ǊŀȊǳƳƛƧŜǾŀƴƧŜ ǇǊƛǊƻŘŜ ƴƧƛƘƻǾƛƘ ƛƴǘŜǊŀƪŎƛƧŀ ǎŀ {!Φ Vezanje 
fluorescentnih polifenola, ƪŀƻ Ǒǘƻ ƧŜ kvercetin, na SA nŀƧőŜǑŏŜ ƧŜ ƛǎǘǊŀȌƛǾŀƴƻ ƎŀǑŜƴƧŜƳ 
ƛƴǘǊƛƴȊƛőƴŜ Ŧƭuorescencije triptofanskih ostataka. Na temelju dobivenih rezultata ȊŀƪƭƧǳőŜƴƻ 
je da se polifenoli ǾŜȌu u blizini triptofanskog ostatka na ulazu u VM1Σ Ǒǘƻ ǎǳƎŜǊƛǊŀ ǾŜȊŀƴƧŜ ǳ 
to VMΦ aŜŚǳǘƛƳ ǘŀƧ ǊŜȊǳƭǘŀǘ ƴŜ ƛǎƪƭƧǳőǳƧŜ ǾŜȊŀƴƧŜ ǳ ǇǊƻŎƧŜǇ ƛȊƳŜŚǳ ǎǳōŘƻƳŜƴŀ LL!, IIB i IIIA, 
ƎŘƧŜ ǎǳ ǘŀƪƻŚŜǊ ƳƻƎǳŏŜ ƛƴǘŜǊŀƪŎƛƧŜ vezanih liganada s Trp214 HSA ili Trp213 BSA. Uz to, BSA 
ima dodatni triptofanski ostatak ¢ǊǇмоп ǎƳƧŜǑǘŜƴ ƴa ǇƻǾǊǑƛƴƛ ǎǳōŘƻƳŜƴŜ L. koji ǘŀƪƻŚŜǊ 
ǳǘƧŜőŜ ƴŀ ǎǇŜƪǘǊƻǎƪƻǇǎƪŜ ǊŜȊǳƭǘŀǘŜΣ őƛƳŜ ƧŜ ƻǘŜȌŀƴƻ ǇǊŜǇƻȊƴŀǾŀƴƧŜ ƭƛƎŀƴŀŘŀ ±aм .{! ƻǾƻƳ 
metodom.  
bŀƧōǊȌƛ ƛ ƴŀƧƧŜŦǘƛƴƛƧƛ ƴŀőƛƴ ƻŘǊŜŚƛǾŀƴƧŀ ƳƻƎǳŏŜƎ ƳƧŜǎǘŀ ƛ ƴŀőƛƴŀ ǾŜȊŀƴƧŀ ǎǇƻƧŜǾŀ ǳ {! 
ƻƳƻƎǳŏǳƧŜ ǇǊƛƳƧŜƴŀ ǊŀőǳƴŀƭƴƛƘ ƳŜǘƻŘŀΦ ¦ƪƻƭƛƪƻ ƧŜ poznata 3D struktura proteina, 
primjenom ǊŀőǳƴŀƭƴƛƘ ƳŜǘƻŘŀ, ƳƻƎǳŏŜ ƧŜ ǇǊƻǳőƛti vezna svojstva veznih mjesta u SA, te 
predvidjeti koji ŏŜ ǎŜ ǎǇƻƧŜǾƛ, gdje, kako, i s kojim relativnim afinitetom vezati u definirano 
vezno mjesto.  
 
 
 1.2.1. Utjecaj strukture na afinitet polifenola prema SA  
wŜȊǳƭǘŀǘƛ ƛǎǘǊŀȌƛǾŀƴƧŀ ǇƻƪŀȊǳƧǳ Řŀ ƳŜǘŀōƻƭƛȊŀƳ ƪǾŜǊŎŜǘƛƴŀ ǳ ŎǊƛƧŜǾƛƳŀ ƛ ƧŜǘǊƛ ƛƳŀ ǾŜƭƛƪ ǳǘƧŜŎŀƧ 
na vezanje na SA (Janisch i sur. 2004, Xiao i Kai 2012). Afinitet polifenola za SA varira u skladu 
s njihovom kemijskom strukturom. Tako npr. glikozidi kvercetina i luteolina imaju manji 
afinitet vezanja za SA od aglikona (Dangles i sur. 1999, Doufur i Dangles 2005, Xiao i sur. 
2009). SƳŀƴƧŜƴƛ ŀŦƛƴƛǘŜǘ ƎƭƛƪƻȊƛŘŀ Ȋŀ {! ǳ ƻŘƴƻǎǳ ƴŀ ŀƎƭƛƪƻƴŜ ǇǊƛǇƛǎŀƴ ƧŜ ǎǘŜǊƛőƪƛƳ 
smetnjama uslijed porasta molekuƭǎƪŜ ǾŜƭƛőƛƴŜΣ ƴŜǇƭŀƴŀǊƴƻƧ ǎǘǊǳƪǘǳǊƛ ƎƭƛƪƻȊƛŘŀ ƛ ƴƧƛƘƻǾƻƧ 
manjoj hidrofobnosti u odnosu na aglikone ό·ƛŀƻ ƛ Yŀƛ нлмнύΦ {ƭƛőƴƻΣ ƎƭǳƪǳǊƻƴƛŘƛ ƪǾŜǊŎŜǘƛƴ-3-
O-glukuronid i 3'- O-metil- kvercetin-3- O glukuronid imaju slabiji afiniteti za HSA u odnosu 
na aglikon, dok se kvercetin-4'-O-ƎƭǳƪǳǊƻƴƛŘ ǾƧŜǊƻƧŀǘƴƻ ƴŜ ǾŜȌŜ ƴŀ I{! όWŀƴƛǎŎƘ ƛ ǎǳǊΦ нллпύ. 
DƭǳƪǳǊƻƴƛŘƛ ŦƭŀǾŀƴƻƴŀ ƴŀǊƛƴƎŜƴƛƴŀ ƛ ƘŜǎǇŜǊƛǘƛƴŀ ƛƳŀƧǳ ǎƭƛőŀƴ ŀŦƛƴƛǘŜǘ ǾŜȊŀƴƧŀ ƴŀ I{! ƪŀƻ ƛ 
njihovi aglikoni (Khan i sur. 2011). Neki metaboliti polifenola, poput sulfata kvercetina, 
ǇƻƪŀȊǳƧǳ ǾŜŏƛ ŀŦƛƴƛǘŜǘ Ȋŀ ǾŜȊŀƴƧŜ ƴŀ {! ƻŘ ǎŀƳƛƘ ŀƎƭƛƪƻƴŀ όWŀƴƛǎŎƘ ƛ ǎǳǊΦ нллпύΦ 
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¦ǘƧŜŎŀƧ ǎǳƭŦŀǘŀŎƛƧŜΣ ƎƭǳƪǳǊƻƴƛŘŀŎƛƧŜ ƛ ƳŜǘƛƭŀŎƛƧŜ ǳǾŜƭƛƪŜ ƻǾƛǎƛ ƻ ǇƻƭƻȌŀƧǳ ǎǳǇǎǘƛǘǳŎƛƧŜΦ ¦ ǊŀŘǳ 
Janisch ƛ ǎǳǊΦ όнллпύ ŜƪǎǇŜǊƛƳŜƴǘŀƭƴƻ ƧŜ ƻŘǊŜŚŜƴ ǊŜŘƻǎƭƛƧŜŘ Ǉƻ Ƨŀőƛƴƛ ǾŜȊŀƴƧŀ ƪǾŜǊŎŜǘƛƴŀ ƛ 
njegovih glavnih metabolita na HSA: kvercetin-3'-O-sulfat > kvercetin > kvercetin-3-O-
glukuronid > izorhamnetin-3-O-glukuronid > kvercetin-4'-O-glukuronid. U svom radu Doufur i 
Dangles (2005) odredili su da, u odnosu na aglikon, kvercetin-7-O-ǎǳƭŦŀǘ ǇƻƪŀȊǳƧŜ ǾƛǑƛ ŀŦƛƴƛǘŜǘ 
vezanja na HSA i BSA, dok izomer 3-O-ǎǳƭŦŀǘ ǇƻƪŀȊǳƧŜ ǇƻŘƧŜŘƴŀƪ ŀŦƛƴƛǘŜǘ Ȋŀ I{! ƛ ȊƴŀőŀƧƴƻ 
manji afinitet za BSA.  
5ƻǎŀŘŀǑƴƧƛ ǊŀŘƻǾƛ ƪƻƧƛ ǎǳ ƛǎǘǊŀȌƛǾŀƭƛ ǾŜȊŀƴƧŜ ǇƻƭƛŦŜƴƻƭŀ ƴŀ {! ǊŀőǳƴŀƭƴƛƳ ƳŜǘƻŘŀƳŀΣ 
ŀƴŀƭƛȊƛǊŀƭƛ ǎǳ ƴŀőƛƴ ƛ ŀŦƛƴƛǘŜǘ ǾŜȊŀƴƧŀ ǇƻƭƛŦŜƴƻƭŀ ƴŜ ǳȊƛƳŀƧǳŏƛ ǳ ƻōȊƛǊ ƴƧƛƘƻǾŜ ǇƭŀȊƳŀǘǎƪŜ 
metabolite, te nisu razmatrali utjecaj deprotonacije i oksidacije hidroksilnih skupina na 
vezanje na SA. Ako pretpostavimo da su hidroksilne skupine polifenola glavne farmakoforne 
ǘƻőƪŜ Ȋŀ ƛƴǘŜǊŀƪŎƛƧe s proteinima, njihova promjena ƴŀ ǊŀȊƭƛőƛǘƛƳ ŘƛƧŜƭƻǾƛƳŀ ƳƻƭŜƪǳƭŜ 
ƳŜǘŀōƻƭƛǘŀ ƳƻȌŜ ǊŀȊƭƛőƛǘƻ utjecati na afinitet vezanja na SA i na promjŜƴŜ ǳ ōƛƻƭƻǑƪƻƧ 
ŀƪǘƛǾƴƻǎǘƛΦ ½ōƻƎ ǘƻƎŀ ƧŜ ǳ ƻǾƻƳ ǊŀŘǳ ŀƴŀƭƛȊƛǊŀƴ ǳǘƧŜŎŀƧ ƳŜǘŀōƻƭƛőƪƛƘ ǘǊŀƴǎŦƻǊƳŀŎƛƧŀ 
hidroksilnih grupa odabranih polifenola na afinitet vezanja na SA.  
 
U ovom diplomskom radu, za aglikone kvercetin, EGCG, EGC i EC, njihove metabolite te 
deprotonirane i oksidirane oblike, analiza vezanja na HSA i BSA provedena je primjenom 
rŀőǳƴŀƭƴih metoda i programa prikazanih u tablici 1.  
 
Tablica 1. Pregled metoda in silico i programa primijenjenih u ovom radu. 

Metoda Program 

Usporedba svojstava VM1 HSA i BSA MOLE 

Usporedba ADME-svojstava polifenola i njihovih 
metabolita analizom glavnih komponenti (PCA) 

VolSurf+ 

PǊŜŘǾƛŚŀƴƧŜ ƳƧŜǎǘŀ ƛ ƴŀőƛƴŀ ǾŜȊŀƴƧŀ ǘŜ ǊŀőǳƴŀƴƧŜ ŀŦƛƴƛǘŜǘŀ 
vezanja polifenola u HSA i BSA 

AutoDock i AutoDock 
Tools 
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2. MATERIJALI I METODE 
 

2.1.    Analiza veznog mjesta 1 HSA i BSA ǇƻƳƻŏǳ ǇǊƻƎǊŀƳŀ ah[9 
 
Program MOLE (Ver. 2.13.9.6) ƻƳƻƎǳŏǳƧŜ ƻŘǊŜŚƛǾŀƴƧŜ ƛ aminokiselinsko profiliranje ǑǳǇƭƧƛƴŀ i 
tunela u proteinima, te karakterizaciju njihovih fizikalno-kemijskih svojstava (Sehnal i sur. 
2013). ¢Ŝ ƛƴŦƻǊƳŀŎƛƧŜ ƪƻǊƛǎƴŜ ǎǳ Ȋŀ ǇǊƻŎƧŜƴǳ ǾŜƭƛőƛƴŜ ƛ ǘƛǇƻǾŀ ƭƛƎŀƴŀŘŀ ƪƻƧƛ ƳƻƎǳ ǳŏƛ ƛ ǇǊƻŏƛ 
kroz tunele. 
U ovom radu MOLE je upotrijebljen za analizu VM1 u albuminima HSA i BSA, ƪƻǊƛǎǘŜŏƛ 
originalne vrijednosti algoritamskih parametara. Za svaki albumin ƪƻǊƛǑǘŜƴŜ su po dvije 
konformacije proteina iz baze PDB: apo-konformacija (HSA 1AO6; BSA 4F5S) i struktura 
kompleksa s ligandom (HSA 2BXD; BSA 4OR0). Svim strukturama su za potrebe ove analize 
prethodno uklonjene molekule vode i ligandi. ½ŀ ǎǾŜ őŜǘƛǊƛ ǎǘǊǳƪǘǳǊŜ tuneli su ƻŘǊŜŚŜƴƛ 
ƪƻǊƛǎǘŜŏƛ ƪŀƻ ǊǳōƴŜ ǘƻőƪŜ za HSA: Arg257, Tyr150, His242, Ala291, Trp214  i za BSA: Arg256, 
Tyr149, His241, Ala290, Trp213, ǘŜ ǎǳ ƛȊǊŀőǳƴŀǘƛ njihovi fizikalno-kemijski profili.  
 
 

2.2. Usporedba ADME svojstava polifenola i njihovih metabolita ǇƻƳƻŏǳ 
programa VolSurf+ i analize glavnih komponenti 
 

Analiza glavnih komponenti (eng. principal component analysis, PCA) je multivarijantna 
ǎǘŀǘƛǎǘƛőƪŀ ƳŜǘƻŘŀ Ȋŀ ŀƴŀƭƛȊǳ ƻŘƴƻǎŀ ǎǘǊǳƪǘǳǊŜ ƛ ŀƪǘƛǾƴƻǎǘƛ όŜƴƎΦ structure-activity 
relationship, SAR) (Eriksson i sur. 2006, Wilson i Lill 2011). U ovom diplomskom radu metoda 
PCA je provedena programom VolSurf+ ƪƻǊƛǎǘŜŏƛ ǳƧŜŘƴƻ ƛ ŘŜǎƪǊƛǇǘƻǊŜ ƛȊǊŀőǳƴŀǘŜ tim 
programom. 
±ƻƭ{ǳǊŦҌ ƧŜ ǇǊƻƎǊŀƳ ŘƛȊŀƧƴƛǊŀƴ Ȋŀ ǇǊŜŘǾƛŚŀƴƧŜ ƛ ŀƴŀƭƛȊǳ ŦŀǊƳŀƪƻƪƛƴŜǘƛőƪƛƘ ǎǾƻƧǎǘŀǾŀ ƪŜƳƛƧǎƪƛƘ 
spojeva, posebno sa svrhom eliminacije ǎǇƻƧŜǾŀ ǎ ƭƻǑƛƳ ŦŀǊƳŀƪƻƪƛƴŜǘƛőƪƛƳ ǇǊƻŦƛƭƻƳ ǳ ǊŀƴƻƧ 
ŦŀȊƛ ƻǘƪǊƛǾŀƴƧŀ ƭƛƧŜƪƻǾŀ ό/ǊǳŎƛŀƴƛ ƛ ǎǳǊΦ нлллύΦ ±ƻƭ{ǳǊŦҌ ǇǊŜŘǾƛŚŀ 128 fizikalno-kemijskih i 
ADME svojstava za dani kemijski spoj iz generiranih 3D mapa energija interakcije (engl. GRID 
Based Molecular Interaction Fieldsύ ƛȊƳŜŚǳ ŘŀƴŜ ƳƻƭŜƪǳƭŜ ƛ ǊŀȊƴƛƘ ƪŜƳƛƧǎƪƛƘ ǇǊƻōŀ όƴǇǊΦ 
vode, atoma karbonilnog kisika, atoma amidnog ŘǳǑƛƪŀύΦ ¢ƛ ǎŜ ŘŜǎƪǊƛǇǘƻǊƛ ƳƻƎǳ u programu 
VolSurf+ koristiti i za izgradnju modela {!wΣ ƪŀƻ Ǒǘƻ ƧŜ ƴǇǊΦ ƳƻŘŜƭ t/!Φ  
U ovom radu ǇƻƳƻŏǳ programa VolSurf+ provedena je analiza metabolita kvercetina i 
polifenola ȊŜƭŜƴƻƎ őŀƧŀ ƪŀƪƻ ōƛ ǎŜ ǳǘǾǊŘƛƻ ǳőƛƴŀƪ ƳŜǘŀōƻƭƛőƪƛƘ ǘǊŀƴǎŦƻrmacija polifenolnih 
aglikona na njihova fizikalno-kemijska i ADME svojstva. Promatrani prirodni spojevi uneseni 
su u VolSurf+ u obliku zapisa SMILES.  
 

2.3. Molekulsko uklapanje programom AutoDock (AD) 

Metoda molekulskog uklapanja (engl. molecular docking) je jedna ƻŘ ƴŀƧőŜǑŏŜ ƪƻǊƛǑǘŜƴƛƘ 
metoda ǳ ǇǊƻǳőŀǾŀƴƧǳ ƛƴǘŜǊŀƪŎƛƧŀ ƪŜƳƛƧǎƪƛƘ ǎǇƻƧŜǾŀ ƛ ŎƛƭƧƴƛƘ ƳŀƪǊƻƳƻƭŜƪǳƭŀΣ ǳǘŜƳŜƭƧŜƴƛƘ na 
poznavanju 3D strukture ciljne makromolekule ς proteina ili nukleinske kiseline (eng. 
structure based drug design, SBDD) (Ferreira i sur. 2015, Ghosh i sur. 2006). U molekulskom 
uklapanju, prouőŀǾŀƴƛ ƪŜƳƛƧǎƪƛ ǎǇƻƧŜǾƛΣ ōƛƭƻ ǇǊƛǊƻŘƴƛ ƛƭƛ ǎƛƴǘŜǘǎƪƛΣ ǎŜ ǳƪƭŀǇŀƧǳ ǳ ƴŀƧőŜǑŏŜ 
predefinirano mjesto vezanja, Ǒǘƻ ƻƳƻƎǳŏǳƧŜ ƻŘǊŜŚƛǾŀƴƧŜ ƴƧƛƘƻǾƛƘ ƳƻƎǳŏƛƘ ƴŀőƛƴŀ ǾŜȊŀƴƧŀ ƛ 
ǊŜƭŀǘƛǾƴƛƘ ŀŦƛƴƛǘŜǘŀ ǾŜȊŀƴƧŀ Ȋŀ ǇǊƻǳőŀǾŀƴǳ ŎƛƭƧƴǳ ƳŀƪǊƻƳƻƭŜƪǳƭǳΦ 
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Molekulsko uklapanje polifenola i njihovih metabolita u SA ǇǊƻǾŜŘŜƴƻ ƧŜ ǇƻƳƻŏu programa 
AutoDock (Ver.4.2.) όaƻǊǊƛǎ ƛ ǎǳǊΦ нллфύ ǳȊ ǳǇƻǘǊŜōǳ ƎǊŀŦƛőƪƻƎ ǎǳőŜƭƧŀ !ǳǘƻ5ƻŎƪ¢ƻƻƭǎ ό!5¢Σ 
Ver.1.5.6.) (Morris i sur. 2009). 
 
2.3.1. Program AutoDock  
tǊŜŘǾƛŚŀƴƧŜ ƴŀőƛƴŀ ǾŜȊŀƴƧŀ ƭƛƎŀƴŘŀ ǳ ǾŜȊƴƻ ƳƧŜǎǘƻ ǊŜŎŜǇǘƻǊŀ ƳƻƭŜƪǳƭǎƪƛƳ ǳƪƭŀǇŀƴƧŜƳ 
ǎŀǎǘƻƧƛ ǎŜ ƻŘ ŘǾŀ ƎƭŀǾƴŀ ǎǘǳǇƴƧŀΥ мύ ǇǊŜǘǊŀȌƛǾŀƴƧŀ ƪƻƴŦƻǊƳŀŎƛƧǎƪƻƎ ǇǊƻǎǘƻǊŀ liganda i 2) 
ǇǊƻŎƧŜƴŜ ŜƴŜǊƎƛƧŜ ǾŜȊŀƴƧŀ ǇƻƧŜŘƛƴŜ ƪƻƴŦƻǊƳŀŎƛƧŜ ǇƻƳƻŏǳ ƳŜǘƻŘŀ ōŀȊƛǊŀƴƛƘ ƴŀ ǇƻƭƧǳ ǎƛƭŀ 
(Kitchen i sur. 2004, Huey i sur. 2007). U AutoDocku je pǊƛƳŀǊƴŀ ƳŜǘƻŘŀ ǇǊŜǘǊŀȌƛǾŀƴƧŀ 
konformacijskog prostora unutar veznog mjesta [ŀƳŀǊŎƪƻǾ ƎŜƴŜǘƛőƪƛ ŀƭƎƻǊƛǘŀƳ ό[D!).  
Vezni prostor u strukturi proteina je opisan kao 3D ƳǊŜȌŀ ǘƻőŀƪŀ (eng. grid) (Morris i sur. 
1998). Za svaku ǘƻőƪǳ ǎe unaprijed ƛȊǊŀőǳƴŀvaju afinitet i energetski doprinos za interakcije 
pojedinih tipova atoma liganda. Atomi liganda se tijekom uklapanja sekvencijalno postavljaju 
ǳ ǇƻƧŜŘƛƴŜ ǘƻőƪŜ ƳǊŜȌŜΣ Ǒǘƻ ƻƳƻƎǳŏǳƧŜ ōǊȊƻ ƛȊǊŀőǳƴŀǾŀƴƧŜ ǾŜȊƴƛƘ ŜƴŜǊƎƛƧŀ ǇƻƧŜŘƛƴƛƘ 
konformacija. 
 
  2.3.1.1. DŜƴŜǘƛőƪi algoritam (GA) 

DŜƴŜǘƛőƪƛ ŀƭƎƻǊƛǘŀƳ ƧŜ ƳŜǘƻŘŀ ƎƭƻōŀƭƴŜ ǇǊŜǘǊŀƎŜ ƪƻƧŀ ƻǇƻƴŀǑŀ ƎƭŀǾƴŜ ƪŀǊŀƪǘŜǊƛǎǘƛƪŜ 
Darwinove evolucije te primjenjuje aŜƴŘŜƭƻǾŀ ƎŜƴŜǘƛőƪŀ ƴŀőŜƭŀ. U primjeni GA u 
molekulskom uklapanju, kompleks proteina i liganda je definiran skupom varijabli stanja, pri 
őŜƳǳ ǎvaka varijabla odgovara jednom genu. Prva tri gena su Cartesijeve koordinate (x, y, z) 
ƪƻƧŜ ƻŘǊŜŚǳƧǳ ǇƻƭƻȌŀƧ liganda u 3D prostoru i opisuju njegovu translaciju. SƭƧŜŘŜŏŀ őŜǘƛǊƛ ƎŜƴŀ 
su varijable koje definiraju orijentaciju ligŀƴŘŀΣ ŀ ǎǾŀƪƛ ǎƭƧŜŘŜŏƛ ƎŜƴ ǇǊŜŘǎǘŀǾƭƧŀ ǾǊƛƧŜŘƴƻǎǘ Ȋŀ 
jednu torziju u ligandu. Redoslijed gena koji kodiraju torzijske kutove definiran je torzijskim 
stablom (torsion tree), kojeg generira program za pripremu liganada AutoTors paketa ADT. 
Ukupno stanje liganda koje odgovara genotipu se ƻŘǊŀȌŀǾŀ ƴŀ atomske koordinate koje 
predstavljaju ŦŜƴƻǘƛǇΦ bŀǎǳƳƛőƴŀ ǎǘŀƴƧŀ ƪǊƛȌŀƧǳ ǎŜ ǇǊƻŎŜǎƻƳ krosingovera, u kojem nova 
ǎǘŀƴƧŀ ƴŀǎƭƧŜŚǳƧǳ ŦǳƴƪŎƛƧŜ ǎǘŀƴƧŀ ƻŘ ōƛƭƻ ƪƻƧŜƎ ƻŘ ŘǾŀ ǊƻŘƛǘŜƭƧŀΦ 5ƻŘŀǘƴƻΣ ƴŜƪƛ ƻŘ Ǉƻǘomaka 
ŘƻōƛǾŀƧǳ ƴŀǎǳƳƛőƴŜ ƳǳǘŀŎƛƧŜ ǳ ƴŜƪƛƳŀ ƻŘ ŦǳƴƪŎƛƧŀ ǎǘŀƴƧŀ ǘŀƪƻ Řŀ ǎŜ ƻƴŜ ǇǊƻƳƛƧŜƴŜ Ȋŀ 
ƴŀǎǳƳƛőƴǳ ǾŜƭƛőƛƴǳΦ D! ȊŀǇƻőƛƴƧŜ ǎǘǾŀǊŀƴƧŜƳ ƴŀǎǳƳƛőƴŜ ƛƴƛŎƛƧŀƭƴŜ ǇƻǇǳƭŀŎƛƧŜΣ ǇǊƛ őŜƳǳ broj 
jedinki u populaciji definira korisnik. Nakon toga izvodi se petlja kroz generacije, koja se 
ponavlja dok nije dosegnut ili maksimalan broj generacija ili maksimalan broj energetskih 
evaluacija koji su unaprijed zadani. Svaka generacija ǳƪƭƧǳőǳƧŜ pet faza: i) mapiranje i 
procjena fitnesa; ii) selekcija; iii) krosingover; iv) mutacija i Ǿύ Ŝƭƛǘƛǎǘƛőƪŀ ǎŜƭŜƪŎƛƧŀ. 
Mapiranjem se svaki pojedini genotip iz populacije prevodi ǳ ƻŘƎƻǾŀǊŀƧǳŏƛ ŦŜƴƻǘƛǇΦ Atomske 
koordinate se uklapaju u 3D ƳǊŜȌǳ unaprijed ƻŘǊŜŚŜƴǳ Ȋŀ ǇǊƻǘŜƛƴ ƛ ƛȊǊŀőǳƴŀǾŀ ǎŜ fitnes, tj. 
energija interakcije proteina s ligandom. Yŀƻ ƛ ǳ ŜǾƻƭǳŎƛƧǎƪƻƧ ōƛƻƭƻƎƛƧƛΣ ƛ ƻǾŘƧŜ ŦƛǘƴŜǎ ƻŘǊŜŚǳƧŜ 
ǎǇƻǎƻōƴƻǎǘ ƧŜŘƛƴƪŜ Řŀ ǇǊŜƴŜǎŜ ǎǾƻƧŜ ƎŜƴŜ ǳ ǎƭƛƧŜŘŜŏǳ ƎŜƴŜǊŀŎƛƧǳΦ wƧŜǑŜƴƧŀ ƪƻƧŀ ōƻƭƧŜ 
ƻŘƎƻǾŀǊŀƧǳ ǎǾƻƳ ƻƪƻƭƛǑǳ ƴŀǎǘŀǾƭƧŀƧǳ ǎŜ ǊŀȊƳƴƻȌŀǾŀǘƛΦ U selekciji, jedinke koje imaju fitnes 
ƴƛȌƛ (tj. povoljniji) od pǊƻǎƧŜőƴƻƎ ǳƴǳǘŀǊ ƎŜƴŜǊŀŎƛƧŜ, proporcionalno dobivaju ǾŜŏƛ broj 
potomaka prema formuli: 

ὲ     Ὢ Ὢ π      (1) 

 
gdje su: n prirodni broj potomaka koji se dodjeljuju jedinki; fi fitnes jedinke (tj. energija 
vezanog liganda); fw ŦƛǘƴŜǎ ƴŀƧƭƻǑƛƧŜ ƧŜŘƛƴƪŜΣ ƻŘƴƻǎƴƻ ƴŀƧǾƛǑŀ ŜƴŜǊƎƛƧŀ u populaciji, u 
posljednjih N generacija (N ƧŜ ǾǊƛƧŜŘƴƻǎǘ ƪƻƧǳ ŘŜŦƛƴƛǊŀ ƪƻǊƛǎƴƛƪΣ ǳƻōƛőŀƧŜƴƻ ƧŜ ǘƻ млύΤ [f] je 
srednja vrijednost fitnesa za populaciju.  
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Ako ƧŜ ŦƛǘƴŜǎ ƴŀƧƭƻǑƛƧŜ ƧŜŘƛƴƪŜ ƧŜŘƴŀƪ ǇǊƻǎƧŜőƴƻƳ όtj. fw ς[f]=0), ŘƻǑƭƻ je do konvergencije i 
proces uklapanja se prekida. ¦ ƪǊƻǎƛƴƎƻǾŜǊǳ ǎŜ ƛȊƳƧŜƴŜ ŘƻƎŀŚŀƧǳ ǎŀƳƻ ƛȊƳŜŚǳ ƎŜƴŀΦ bŀǎǘŀƭƛ 
ǇƻǘƻƳŎƛ ȊŀƳƧŜƴƧǳƧǳ ǊƻŘƛǘŜƭƧŜ ǳ ǇƻǇǳƭŀŎƛƧƛΣ ǇǊƛ őŜƳǳ ǎŜ ǾŜƭƛőƛƴŀ ǇƻǇǳƭŀŎƛƧŜ ŘǊȌƛ konstantnom. 
.ǳŘǳŏƛ Řŀ ǎǳ ƎŜƴƛ Ȋŀ ǘǊŀƴǎƭŀŎƛƧǳΣ ƻǊƛƧŜƴǘŀŎƛƧǳ ƛ ǘƻǊȊƛƧŜ ǇǊŜŘǎǘŀǾƭƧŜƴƛ ǊŜŀƭƴƛƳ ǾŀǊƛƧŀōƭŀƳŀΣ 
mutacije sŜ ƛȊǾƻŘŜ ǘŀƪƻ Řŀ ǎŜ ǾŀǊƛƧŀōƭŀƳŀ ŘƻŘŀƧǳ ƴŀǎǳƳƛőƴƛ ǊŜŀƭƴƛ ōǊƻƧŜǾƛΦ Krosingover i 
ƳǳǘŀŎƛƧŜ ǎŜ ƛȊǾƻŘŜ ƴŀ ƴŀǎǳƳƛőƴƛƳ őƭŀƴƻǾƛƳŀ ǇƻǇǳƭŀŎƛƧŜ ǇǊŜƳŀ ǎǘƻǇŀƳŀ ƪƻƧŜ ŘŜŦƛƴƛǊŀ 
korisnik. 5ƻŘŀǘƴƛ ǇŀǊŀƳŜǘŀǊ ƪƻƧƛ ŘŜŦƛƴƛǊŀ ƪƻǊƛǎƴƛƪΣ ŜƭƛǘƛȊŀƳΣ ƻŘǊŜŚǳƧŜ ƪƻƭƛƪƻ ƴŀƧǾƛǑŜ ǊŀƴƎƛǊŀƴƛh 
ƧŜŘƛƴƪƛ ƧŜŘƴŜ ƎŜƴŜǊŀŎƛƧŜ ŀǳǘƻƳŀǘǎƪƛ ǇǊŜȌƛǾljava u slƧŜŘŜŏǳ ƎŜƴŜǊŀŎƛƧǳΦ 
 
  2.3.1.2Φ [ŀƳŀǊŎƪƻǾ ƎŜƴŜǘƛőƪƛ ŀƭƎƻǊƛǘŀƳ ό[D!ύ 

U programu AD koristi se iƴŀőƛŎŀ D!Σ [ŀƳŀǊŎƪƻǾ ƎŜƴŜǘƛőƪƛ ŀƭƎƻǊƛǘŀƳ ό[D!ύ όaƻǊǊƛǎ ƛ ǎǳǊΦ 
1998). LGA se temelji na teoriji Jeana Baptistea Lamarcka, u kojoj se tvrdi da fenotipska 
ƻōƛƭƧŜȌƧŀ ǎǘŜőŜƴŀ ǘƛƧŜƪƻƳ ȌƛǾƻǘŀ ƧŜŘƛƴƪŜ ǇƻǎǘŀƧǳ ƴŀǎƭƧŜŘƴŜ ƻǎƻōƛƴŜΦ ¢ŀ ǘŜƻǊƛƧŀΣ ƛŀƪƻ ƻŘōŀőŜƴŀ 
ǳ ƪƭŀǎƛőƴƻƧ ƎŜƴŜǘƛŎƛΣ ponovno se razmatra u kontekstu epigenetike (Skinner 2015). 
LGA odgovara hibridu GA i metode ƭƻƪŀƭƴƻƎ ǇǊŜǘǊŀȌƛǾŀƴƧŀ (slika 5) u kojem svaka generacija, 
uz ƎŜƴƻǘƛǇǎƪŜΣ ǇǊƻƭŀȊƛ ƧƻǑ ƛ ƪǊƻz lokalnu pretragu po fenotipu, koja se izvodi na dijelu 
populacije koju zadaje korisnik). U molekulskom uklapanju tƻ ƧŜ ƳƻƎǳŏŜ provesti jer postoji 
inverzna funkcija mapiranja za odreŚƛǾŀƴƧŜ genotipa iz fenotipa, tj. stanja liganda iz atomskih 
koordinata. Rezultat lokalne pretrage Ǉƻ ŦŜƴƻǘƛǇǳ ǳ ǎƭƧŜŘŜŏƻƧ ƎŜƴŜǊŀŎƛƧƛ ȊŀƳƧŜƴƧǳƧŜ 
ƻŘƎƻǾŀǊŀƧǳŏǳ varijablu stanja u genotipu ǇƻőŜǘƴŜ ƧŜŘƛƴƪŜΦ  
 

 

{ƭƛƪŀ рΦ ¦ǎǇƻǊŜŘōŀ ƪƭŀǎƛőƴog GA i LGA. f(x) je funkcija fitnesa. Desno je prikazan rezultat genotipske mutacije 
koja se prevodi u fenotip funkcijom mapiranja. Lijevo je prikazano lƻƪŀƭƴƻ ǇǊŜǘǊŀȌƛǾŀƴƧŜ ƴŀ ŦŜƴƻǘƛǇǎƪƻƳ 
ǇǊƻǎǘƻǊǳ ƪƻǊƛǎǘŜŏƛ ǾǊƛƧŜŘƴƻǎǘƛ ŦƛǘƴŜǎŀΦ 5ƻǾƻƭƧŀƴ ōǊƻƧ ƪƻǊŀƪŀ ƭƻƪŀƭƴƻƎ ǇǊŜǘǊŀȌƛǾŀƴƧŀ po fenotipu dovodi do 

lokalnog minimuma funkcije fitnesa, te se ƻŘƎƻǾŀǊŀƧǳŏƛ ŦŜƴƻǘƛǇ Lamarckovim inverznim mapiranjem prevodi u 
genotip. Modificirano prema Morris i sur. (1998). 
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  2.3.1.3. Polje sila  

U programu AD fitnes se temelji na semiempirijskom polju sila (jedn. 2). Uz standardne 
őƭŀƴƻǾŜ ǳ ƧŜŘƴŀŘȌōƛ molekularno-ƳŜƘŀƴƛőƪƻƎ polja sila dodani su őƭŀƴƻǾƛ ƻŘǊŜŚŜƴƛ 
ƪŀƭƛōǊŀŎƛƧƻƳ ǇǊŜƳŀ ŜƪǎǇŜǊƛƳŜƴǘŀƭƴƻ ƻŘǊŜŚŜƴƛƳ ǾǊƛƧŜŘƴƻǎǘƛƳŀ ǇŀǊŀƳŜǘŀǊŀ Ȋŀ ǎƪǳǇ 
kompleksa proteina i liganada poznatih struktura i veznih energija (Morris i sur. 1998, Morris 
i sur. 2009). Upotreba semiempirijskog polja sila ǇƻǾŜŏŀǾŀ ǘƻőƴƻǎǘ ƪƻŘ ǳǎǇƻǊŜŘōŜ ǎƭobodnih 
ŜƴŜǊƎƛƧŀ ǾŜȊŀƴƧŀ ƭƛƎŀƴŀŘŀ ǎ ǊŀȊƭƛőƛǘƛƳ ōǊƻƧŜƳ ŀǘƻƳŀΣ ǘƧΦ ǊŀȊƭƛőƛǘŜ ǾŜƭƛőƛƴŜΦ  
U programu AD ŦǳƴƪŎƛƧŀ Ȋŀ ƛȊǊŀőǳƴŀǾŀƴƧŜ ǎƭƻōƻŘƴŜ ŜƴŜǊƎƛƧŜ ǾŜȊŀƴƧŀ ƧŜ ȊōǊƻƧ ǇŜǘ őƭŀƴƻǾŀΥ 
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ǇǊƛ őŜƳǳ ǎŜ ǎumiranje izvodi za svaki par atoma liganda, i, i proteina, j, i za svaki par atoma 
ƭƛƎŀƴŘŀ ǳŘŀƭƧŜƴ Ȋŀ ǘǊƛ ƛƭƛ ǾƛǑŜ ǾŜȊŀΦ  
tǊǾŀ ǘǊƛ őƭŀƴŀ ƧŜŘƴŀŘȌōŜ ǎǳ ŘƻǇǊƛƴƻǎƛ in vacuo: (1) Lennard-Jonesov 12-6 disperzijski 
ǇƻǘŜƴŎƛƧŀƭ ƛȊƳŜŚǳ ŀǘƻƳŀ ƴŀ ǳŘŀƭƧŜƴƻǎǘƛ ri,j. Vrijednosti disperzijskih parametara A i B 
preuzeti su iz polja sila AMBER. (2) Usmjereni 12-10 potencijal koji opisuje stvaranje 
vodikovih veza (H-veza) i desolvataciju polarnih atoma i ovisi o kutu t ƛȊƳŜŚǳ ƭƛƎŀƴŘŀ ƛ 
proteina. ¢ƛƳ őƭŀƴƻƳ ōroj postignutih H-ǾŜȊŀ ƴƻǊƳŀƭƛȊƛǊŀ ǎŜ ǎ ǳƪǳǇƴƛƳ ōǊƻƧŜƳ ƳƻƎǳŏƛƘ H-
veza za ligand. Promjena slobodne energije prilikom vezanja je ƻōƛőƴƻ mala, ҟGhbond Ғ л, jer 
je broj H-veza liganda ǳ ƪƻƳǇƭŜƪǎǳ ǎƭƛőŀƴ ōǊƻƧǳ H-veza u otapalu. No, u obzir je uzet i 
desolvatacijski parametar Ehbond, koji odgovara ǇǊƻǎƧŜőƴoj energiji stvaranja H-veze ƛȊƳŜŚǳ 
vode i polarnih atoma (O, N i S). Parametri Ci,j i D i,j su kalibrirani su na vezama O-H, N-H i S-H. 
Tako je postignuto da, iako je razlika u ukupnoj energiji stvaranja vodikovih veza blizu nuli, 
postoji kazna za neostvarene H-veze u kompleksu od ~0.2 kcaƭκƳƻƭ Ȋŀ ŀǘƻƳŜ ƪƛǎƛƪŀ ƛ ŘǳǑƛƪŀΣ 
Ǒǘƻ ǇƻǘƛőŜ ǎƛƳǳƭŀŎƛƧǳ ǳƪƭŀǇŀƴƧŀ ǇǊŜƳŀ ƪƻƴŦƻǊƳŀŎƛƧŀƳŀ ǎ ƳŀƪǎƛƳŀƭƴƛƳ ōǊƻƧŜƳ ƻǎǘǾŀǊŜƴƛƘ 
vodikovih veza. (3) Coulombski elektrostatski potencijal za parove iona s nabojima qi i qj na 
udaljenosti rij, u mediju ǎ ŘƛŜƭŜƪǘǊƛőƪƻƳ ƪƻƴǎǘŀƴǘƻƳ .ʁ  
2lanovi (4) i (5) ǎǳ ŜƳǇƛǊƛƧǎƪƛ ƻŘǊŜŚŜƴƛ ƭƛƴŜŀǊƴƻƳ ǊŜƎǊŜǎƛƧǎƪƻƳ ŀƴŀƭƛȊƻƳ na skupu kompleksa 
proteina i liganaŘŀ ǎ ǇƻȊƴŀǘƛƳ ŜƪǎǇŜǊƛƳŜƴǘŀƭƴƻ ƻŘǊŜŚŜƴƛƳ ƪƻƴǎǘŀƴǘŀƳŀ ǾŜȊŀƴƧŀ (Morris i 
sur. 1998, Morris i sur. 2009). ҟGtor predstavlja restrikciju internih rotora i globalne rotacije i 
translacije i mjeri nepovoljnu entropiju uslijed vezanja liganda zbog restrikcije 
konformacijske slobode. Ntor je broj rotabilnih veza u ligandu. ҟGsol je slobodna energija 
desolvatacije ligandŀ ǳǎƭƛƧŜŘ ǾŜȊŀƴƧŀ ƴŀ ǇǊƻǘŜƛƴ ƛ ƻŘƎƻǾŀǊŀ ƘƛŘǊƻŦƻōƴƻƳ ǳőƛƴƪǳΦ U programu 
AD za ǊŀőǳƴŀƴƧŜ ǇŀǊŀƳŜǘǊŀ ŘŜǎƻƭǾŀǘŀŎƛƧŜ se koristi ǇǊƛƭŀƎƻŚŜƴŀ ƳŜǘƻŘŀ bazirana na 
volumenu (Stouten i sur. 1993). Ona je u skladu s konceptom 3D ŀŦƛƴƛǘŜǘƴƛƘ ƳǊŜȌŀ 
AutoDocka. Za svaki atom liganda i, prema njegovom tipu, ǊŀőǳƴŀƧǳ ǎŜ parcijalni volumeni 
(Vj) ŀǘƻƳŀ ǇǊƻǘŜƛƴŀ ƪƻƧƛ ƛƘ ƻƪǊǳȌǳƧǳ. Postotak volumena proteina oko liganda se uzima kao 
mjera za atomski solvatacijski parametar (Si) pojedinog atoma liganda. ̀  je konstanta (оΦр )). 
 
 



13 
 

 2.3.2. Odabir struktura albumina HSA i BSA u bazi PDB 
±ƛǑŜ ƻŘ мллллл о5 ǎǘǊǳƪǘǳǊŀ Ȋŀ ǾƛǑŜ ƻŘ оуллл ǊŀȊƭƛőƛǘƛƘ ǇǊƻǘŜƛƴǎƪƛƘ ǎŜƪǾŜƴŎƛ ǊŀǎǇoƭƻȌƛǾƻ ƧŜ ǳ 
bazi Protein Data Bank (PDB, www.rcsb.org, Berman i sur. 2000). U ovom radu iz baze PDB 
preuzete su i detaljno analizirane strukture albumina HSA i BSA. Analiza molekulskih 
struktura proteina provedena je programima za analizu molekulskih struktura PyMol 
ό{ŎƘǊǀŘƛƴƎŜǊΣ [[/Φ ¢ƘŜ tȅah[ aƻlecular Graphics System, Ver. 1.1eval) i MOLE (Ver. 
2.13.9.6) (Sehnal i sur. 2013). 

¦ ōŀȊƛ t5. ǇǊƻƴŀŚŜƴƻ ƧŜ 100-tinjak struktura HSA i oko 15 struktura BSA. aŜŚǳ ǎǘǊǳƪǘǳǊŀƳŀ 
kompleksa SA s ligandima u bazi PDB, strǳƪǘǳǊƴƻ ƴŀƧǎƭƛőƴƛƧƛ ƭƛƎŀƴŘ I{! ǇǊƻǳőŀǾŀƴƛƳ 
polifenolima je varfarin. U bazi PDB postoje tri kristalografske strukture HSA s varfarinom: 
2BXD i 1H9Z za R-enantiomer i 1HA2 za S-enantiomer varfarina. bŀőƛƴ ǾŜȊŀƴƧŀΣ ǘƧΦ ǎƳƧŜǑǘŀƧ ƛ 
orijentacija oba enantiomera u Sudlowljevo VM1 su jednaki (Petitpas i sur. 2001 b). U 
strukturi 2BXD varfarin u VM1 ostvaruje H-veze ǎ ōƻőƴƛƳ ƻƎǊŀƴŎƛƳŀ Iƛǎнпн ǇǊŜƪƻ ŀǘƻƳŀ 
kisika 4-O te s Arg222 i Ala291 preko karbonilnih kisikovih atoma iz pironskog prstena i 
ōƻőƴƻƎ ƭŀƴŎŀ (slika 6). aŜŚǳǘƛƳ, u strukturama 1HA2 i 1H9Z, zbog vezanja masnih kiselina 
Tyr150 je pomaknut u odnosu na ǇƻƭƻȌŀƧ ǳ ǎǘǊǳƪǘǳǊƛ н.·5 ƛ ƴŜ ǘǾƻǊƛ ƛƴǘŜǊŀƪŎƛƧŜ ǎ ǾŀǊŦŀǊƛƴƻƳΦ 
U tim strukturama na mjestu OH grupe Tyr150 nalazi se molekula vode koja djeluje kao 
ǎǘǊǳƪǘǳǊƴƛ ŜƭŜƳŜƴǘ ǇƻŘǊȌŀǾŀƧǳŏƛ ǾŜȊŀƴƧŜ ǾŀǊŦŀǊƛƴŀ ǳ ǘƻƳ ǇƻƭƻȌŀƧǳΦ Dodatno, u strukturama 
мIф½ ƛ мI!н ǇƻƭƻȌŀƧ ŦƭŜƪǎƛōƛƭƴƻƎ ōƻőƴƻƎ ƻƎǊŀƴƪŀ ŀƳƛƴƻƪƛǎŜƭƛƴŜ [ȅǎмфф ƴƛƧŜ ǘƻőƴƻ ƻŘǊŜŚŜƴ ǘŜ 
nedostaje u koordinatama atoma proteinske strukture. Stoga je u ovom radu za molekulsko 
uklapanje u HSA odabrana struktura 2BXD.  
 

 
Slika 6. IntŜǊŀƪŎƛƧŜ ƛȊƳŜŚǳ R-varfarina i aminokiselina u VM1 HSA u kristalnoj strukturi 2BXD. 

 
½ŀ .{!Σ ǳ ōŀȊƛ t5. ǇƻǎǘƻƧŜ ŘǾƛƧŜ ǊƛƧŜǑŜƴŜ ǎǘǊǳƪǘǳǊŜ ƪƻƳǇƭŜƪǎŀ ǎ ƭƛƎŀƴŘƛƳŀΥ пWYп ƛ пhwл (slika 
тύΦ ¦ ǎǘǊǳƪǘǳǊƛ пWYпΣ őŜǘƛǊƛ ƳƻƭŜƪǳƭŜ оΣр-dijodosalicilne kiseline vezane su na jednu molekulu 
BSA, dvije u i kraj VM1, te po jedna u VM2 i VM3 (Sekula i sur. 2013). U strukturi 4OR0 (Lejon 
i sur. 2008), tri molekule naproksena vezane su u VM2, u procjepu na ulazu u VM1 te u 
procjepu, dalje od ulaza u VM1 (slike 7 i 8ύΦ bŀ ǾŀǊŦŀǊƛƴǎƪƻƳ ǇƻƭƻȌŀƧǳ ǎƳƧŜǑǘŜƴŀ ƧŜ ƳƻƭŜƪǳƭŀ 
di(hidroksietil)etera.  
±ŜȊŀƴƧŜ ŘǾŀƧǳ ƳƻƭŜƪǳƭŀ ŘƛƧƻŘƻǎŀƭƛŎƛƭƴŜ ƪƛǎŜƭƛƴŜ ǳ ǇƻŘǊǳőƧǳ ±aм u strukturi 4JK4 uzrokovalo 
je konformacijsku promjenu ǳ ƪƻƧƻƧ ƧŜ ǇǊǎǘŜƴ ¢ǊǇнмо ȊŀǊƻǘƛǊŀƴ ǇǊŜƳŀ ǎǊŜŘƛǑƴƧŜƳ ǇǊƻŎƧŜǇǳ 
albumina (slika 7). Stoga je za molekulsko uklapanje u PVM1 (slika8) izabrana struktura 4OR0 
kompleksa BSA s naproksenom, koji je ƛ Ǉƻ ǾŜƭƛőƛƴƛ ǎƭƛőƴƛƧƛ ƪǾŜǊŎŜǘƛƴǳΦ  

http://www.rcsb.org/
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Slika 7. VM2 i (P)VM1 u strukturama kompleksa BSA s naproksenom (4OR0, cijan) i 3,5-dijodosalicilnom 

kiǎŜƭƛƴƻƳ όпWYпΣ ȊŜƭŜƴŀύΦ tǊƛƪŀȊŀƴƛ ǎǳ ƛ ȊƴŀőŀƧƴƛ ŀƳƛƴokiselinski ostaci. 
 
 

   
Slika 8. VM1 i PVM1 u strukturama a) HSA (2BXD), i b) BSA (4OR0)Φ bŀ ƻōƧŜ ǎǘǊǳƪǘǳǊŜ ƻȊƴŀőŜƴ je Trp214/213 na 

ulazu u VM1. U strukturi 4OR0 neki dijelovi strukture nisu prikazani kako bi se vidjela vezna mjesta liganada. 
 

 2.3.3. Priprema proteinskih struktura SA i parametri molekulskog uklapanja AutoDockom 
Iz kristalnih struktura 2BXD i 4OR0 uklonjeni su B-lanci i molekule vode te ligandi varfarin tj. 
naproksenΦ ¦ ƎǊŀŦƛőƪƻƳ ǎǳőŜƭƧǳ ADT dodani su atomi vodika, ƻŘǊŜŚŜƴƛ Gasteigerovi parcijalni 

atomski naboji (Gasteiger i Marsili 1980) i tipovi atoma.  
¦ ƻǾƻƳ ǊŀŘǳΣ ƳƻƭŜƪǳƭǎƪƻ ǳƪƭŀǇŀƴƧŜ ǇǊƻǾŜŘŜƴƻ ƧŜ ǳ ǇǊƻǑƛǊŜƴƻ ±aм (PVM1) koje uz VM1 
ǳƪƭƧǳőǳƧŜ ƛ procjep u blizini ulaza u VM1 koji odgovara veznom mjestu naproksena u BSA 
(Lejon i sur. 2008) (Slika 8). U HSA, PVM1 je bilo zadano ƪŀƻ о5 ƳǊŜȌŀ ǘƻőŀƪŀ ǎŀ ǎǊŜŘƛǑǘŜƳ ǳ 
ǘƻőƪƛ ǎ ƪƻƻǊŘƛƴŀǘŀƳŀ όпΣςммΣоύ ǎƳƧŜǑǘŜƴƻƳ ƛȊƳŜŚǳ ƳƧŜǎǘŀ ǾŜȊŀƴƧŀ varfarina i Trp214. 
±Ŝƭƛőƛƴŀ ƳǊŜȌŜ je bila ƻŘǊŜŚŜƴŀ sa 60x60x8л ǘƻőŀƪŀ ǎ ǊŀȊƳŀƪƻƳ л.375 ), Ǒǘƻ ƻŘƎƻǾŀǊŀ 
volumenu od (22.5 * 22.5ϝолΦлύ )3Σ ǘƧΦ мрмутΦр )3 (Slike 1 i 9). 
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U BSA su poƭƻȌŀƧ ƛ ǾŜƭƛőƛƴŀ ǇƻŘǊǳőƧŀ Ȋŀ ƛȊǊŀőǳƴŀǾŀƴƧŜ о5 ƳǊŜȌŜ u programu AD ƻŘǊŜŚŜƴƛ ǘŀƪƻ 
da se ƴŀƧōƻƭƧŜ ǇƻƪƭŀǇŀƧǳ ǎ ƳǊŜȌƻƳ ŘŜŦƛƴƛǊŀƴƻƳ ǳ I{! (slika 9). Da bi se to postiglo bilo je 
ǇƻǘǊŜōƴƻ ƪƻǊƛǎǘƛǘƛ ǾŜŏƛ ōǊƻƧ ǘƻőŀƪŀΣ слȄтлȄул όǎ ƪƻƻǊŘƛƴŀǘŀƳŀ ǎǊŜŘƛǑǘŀ -5, 28, 103), odnosno 
ǇƻŘǊǳőƧŜ ƻŘ όннΦрϝнсΦнрϝолΦлύ )3Σ ǘƧΦ мттмуΦу )3.  
о5 ƳǊŜȌŜ ƴŀ ȊŀŘŀƴƻƳ ǇƻŘǊǳőƧǳ Ȋŀ ǎǾŀƪƛ ƻŘ ǘƛǇƻǾŀ ŀǘƻƳŀ ƭƛƎŀƴŀŘŀ ƛȊǊŀőǳƴŀǘŜ ǎǳ ǇƻƳƻŏǳ 
programa AutoGrid (Kitchen i sur. 2004). 
 

   
Slika 9. PVM1 u strukturama a) HSA i b) BSA, definirana Ȋŀ ƛȊǊŀőǳƴŀǾŀƴƧŜ о5 ƳǊŜȌŀ tj. molekulsko uklapanje 

promatranih molekula. 

Pri molekulskom uklapanju strukture proteina tretirane su kao rigidneΦ ¢ƻ Ȋƴŀőƛ Řŀ ƴƛƧŜ 
ŘƻȊǾƻƭƧŜƴŀ ǊƻǘŀŎƛƧŀ ǾŜȊŀ ƴƧƛƘƻǾƛƘ ŀƳƛƴƻƪƛǎŜƭƛƴǎƪƛƘ ōƻőƴƛƘ ƻƎǊŀƴŀƪŀ ǇǊƛƭƛƪƻƳ ǎƛƳǳƭŀŎƛƧŜ 
vezanja. Za uklapanje svakog spoja u {! ƪƻǊƛǑǘŜƴ ƧŜ ōǊƻƧ ƻŘ млл Ŏƛƪƭǳǎŀ LGA, tj. generirano je 
100 konformacija po spoju. ±ǊƛƧŜŘƴƻǎǘƛ Ȋŀ ǎǾŜ ƻǎǘŀƭŜ ŀƭƎƻǊƛǘŀƳǎƪŜ ǇŀǊŀƳŜǘǊŜ ƪƻǊƛǑǘŜƴƛ ǎǳ 
ƪŀƪƻ ǎǳ ƻǊƛƎƛƴŀƭƴƻ ȊŀŘŀƴƛ ǳ ǇǊƻƎǊŀƳǳΥ ǾŜƭƛőƛƴŀ ǇƻǇǳƭŀŎƛƧŜ мрлΣ ƳŀƪǎƛƳŀƭƴƛ ōǊƻƧ procjena 
energije uklapanja 2500000 i maksimalni broj generacija 27000. Stopa genetske mutacije bila 
ƧŜ лΦлнΣ ŀ ǎǘƻǇŀ ƪǊƻǎƛƴƎƻǾŜǊŀ лΦуΣ ǳȊ ƧŜŘƴǳ ƧŜŘƛƴƪǳ ƪƻƧŀ ŀǳǘƻƳŀǘǎƪƛ ǇǊŜȌƛǾƭƧŀǾŀ ǳ ƴƻǾƻƧ 
generaciji. Rezultat molekulskog uklapanja AutoDockom je bilo 100 veznih konformacija, 
ǇƻǊŜŘŀƴƛƘ Ǉƻ Ǌŀǎǘǳŏoj energiji vezanja te ƎǊǳǇƛǊŀƴƛƘ ǎ ƻōȊƛǊƻƳ ƴŀ ƳŜŚǳǎƻōƴǳ ǎƭƛőƴƻǎǘ, 
definiranu s vrijednosti ƪǾŀŘǊŀǘƴƻƎ ƪƻǊƛƧŜƴŀ ǇǊƻǎƧŜőƴƻƎ korijena devijacije oko srednje 
vrijednosti molekulskih koordinata, RMSD (eng. Root Mean Square Deviation) od 2.0 ). Svaki 
ƪƭŀǎǘŜǊ ƻŘƎƻǾŀǊŀ ƧŜŘƴƻƳ ǇǊŜŘǾƛŚŜƴƻƳ ƴŀőƛƴǳ ǾŜȊŀƴƧŀ, a prezentiran je veznom 
konformacijom ǎ ƴŀƧƴƛȌƻƳ ŜƴŜǊƎƛƧƻƳ vezanja. 

 2.3.4. Odabir i priprema liganada za molekulsko uklapanje 
Molekulsko uklapanje u ovom diplomskom radu provedeno je s tri skupa molekula 
prikazanih na slikama 10-12:  
1) Skup od 16 testnih molekula ǎ ǊŀȊƭƛőƛǘƛƳ ŀŦƛƴƛǘŜǘƻƳ ǾŜȊŀƴƧŀ Ȋŀ SA, ǳƪƭƧǳőǳƧǳŏƛ ǾŀǊŦŀǊƛƴ ƛ 
naproksen, za "kalibraciju" modela za molekulsko uklapanje u PVM1 (slika 10) (Valko i sur. 
2003). Uklapanjem ovih spojeva u strukture 2BXD i 4OR0Σ ƛǎǘǊŀȌŜƴ ƧŜ ǳǘƧŜŎŀƧ ǇƻőŜǘƴƛƘ 
struktura i parcijalnih atomskih naboja (parc. at. naboja) ƴŀ ǇǊŜŘǾƛŚŀƴƧŜ ƴŀőƛƴŀ ǾŜȊŀƴƧŀ ƛ 
energija vezanja.  
2) Skup od 30 struktura kvercetina i njegovih metabolita, odabranih prema zastupljenosti u 
ljudskoj plazmi (poglavlje 1.1.3.1.), ǳƪƭƧǳőǳƧǳŏƛ ǊŀȊƭƛőƛǘŀ ŘŜǇǊƻǘƻƴŀŎƛƧǎƪŀ i dvostruko 
oksidirana stanja (slika 11). 
3) Skup od 19 struktura katehina EGCG-a, EGC-a i EC-a i njihovih metabolita (poglavlje 
1.1.3.2.), ǳƪƭƧǳőǳƧǳŏƛ ǊŀȊƭƛőƛǘŀ ŘŜǇǊƻǘƻƴŀŎƛƧǎƪŀ ǎǘŀƴƧŀ (slika 12). 
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Slika 10. 2D sǘǊǳƪǘǳǊŜ ǇƻȊƴŀǘƛƘ ƭƛƧŜƪƻǾŀ ƪƻǊƛǑǘŜƴŜ Ȋŀ kalibraciju modela za molekulsko uklapanje u SA 

AutoDockom. 

 
tƻőŜǘƴŜ о5 ǎǘǊǳƪǘǳǊŜ ǇǊƻǳőŀǾŀƴƛƘ polifenolnih spojeva i njihovih metabolita generirane su iz 
ȊŀǇƛǎŀ {aL[9{ ǇƻƳƻŏǳ ǘǊƛ ǇǊƻƎǊŀƳŀΥ aŀǊǾƛƴ (http://www.chemaxon.com), CORINA 
(http://www.molecular-networks.com, Molecular Networks GmbH 2014) i Open Babel 
(O'Boyle i sur. 2011, The Open Babel Package Ver.2.3.1, http://openbabel.org). 

U programu Marvin 3D konformer ƻŘǊŜŚŜƴ je opcijom Conformations-Conformers, 
geometrijskom optimizacijom uz upotrebu Dreidingovog polja sila (Mayo i sur. 1990), uz 
prethodnƻ ŘƻŘŀǾŀƴƧŜ ŀǘƻƳŀ ǾƻŘƛƪŀ ƛ ƻŘǊŜŚƛǾŀƴƧŜ ƪƻƴŦƻǊƳŜǊŀ ǎ ƴŀƧƴƛȌƻƳ ŜƴŜǊƎƛƧƻƳ. 
YƻǊƛǑǘŜƴŜ ǎǳ ǇǊƻƎǊŀƳǎƪŜ ǇƻǎǘŀǾƪŜ ǎǾƛƘ ǊŀőǳƴŀƭƴƛƘ ǇŀǊŀƳŜǘŀǊŀ ǳƪƭƧǳőǳƧǳŏƛ ǇƻǎǘŀǾƪǳ 
Hyperfine ƪƻƧŀ ǇƻǾŜŏŀǾŀ ǇǊŜŎƛȊƴƻǎǘ ǳƪƭƧǳőƛǾŀƴƧŜƳ ǾŜŏŜƎ ōǊƻƧŀ ƛǘŜǊŀŎƛƧǎƪƛƘ ƪƻǊŀƪŀ ǳ ǊŀőǳƴŀƴƧŜ 
najpovoljnije konformacije. Strukture su unesene u AD u formatu mol2. 

http://www.chemaxon.com/
http://www.molecular-networks.com/
http://openbabel.org/
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Slika 11. 2D strukture kvercetina i njegovih metabolita, ǳƪƭƧǳőǳƧǳŏƛ ǊŀȊƭƛőƛǘŀ ŘŜǇǊƻǘƻƴŀŎƛƧǎƪŀ i dvostruko 

oksidirana stanja ǇǊƻǳőŀǾŀƴŀ u ovom radu. Strukture su podijeljene na one bez ƳŜǘŀōƻƭƛőƪƛƘ modifikacija, te 
metilirane, sulfatirane i glukuronidirane metabolite. 

 
Internetska aplikacija CORINA je automatizirani model generiranja 3D struktura koji se 
temelji na upotrebi vrijednosti duljina veza i torzijskih kutova, ƻŘǊŜŚŜƴƛƘ Ȋŀ ǇƻƧŜŘƛƴŜ ǘƛǇƻǾŜ 
atoma i fragmente na temelju eksperimentalnih podataka (Sadowski i sur. 1994). Za 
ǇǊǎǘŜƴŀǎǘŜ ǎǘǊǳƪǘǳǊŜ ǇǊƛƳƧŜƴƧǳƧŜ ǎŜ ȊŀǎŜōŀƴ ǇǊƛǎǘǳǇ ōŀȊƛǊŀƴ ƴŀ ƪƻǊƛǑǘŜƴƧǳ ǘŀōƭƛŎŀ 
ƪƻƴŦƻǊƳŀŎƛƧŀ ƪƻƧŜ ƻƳƻƎǳŏǳƧǳ Ȋŀǘvaranje prstena. Za neprstenaste fragmente i molekule 
ƪƻǊƛǎǘƛ ǎŜ ǇǊƛƴŎƛǇ ϥƴŀƧŘǳƭƧŜƎ ǇǳǘŀϥΣ ǎ ƳŀƪǎƛƳŀƭƴƻ ƛȊŘǳȌŜƴƛƳ ƭŀƴŎƛƳŀ ǎ ǘƻǊȊƛƧǎƪƛƳ ƪǳǘƻǾƛƳŀ ǳ 
trans ƪƻƴŦƛƎǳǊŀŎƛƧƛ όǳƪƻƭƛƪƻ ƴƛƧŜ ŘǊǳƎŀőƛƧŜ ǎǇŜŎƛŦƛŎƛǊŀƴƻύΦ bŀ ƪǊŀƧǳ ǎŜ ǇǊƻǾƧŜǊŀǾŀƧǳ ƴŜǾŜȊƴŀ 
intramolekulska preklapanja i kontakti prstenastih i neprstenastih dijelova i takve interakcije 
se uklanjaju rotacijom oko jednostrukih veza ili promjenom torzijskih kutova. 3D koordinate 
ǎǘǊǳƪǘǳǊŀ ƎŜƴŜǊƛǊŀƴŜ ǇƻƳƻŏǳ ǇǊƻƎǊŀƳŀ /hwLb! ǇǊŜǳȊŜǘŜ ǎǳ ƛȊ ƛƴǘŜǊƴŜǘǎƪŜ ŀǇƭƛƪŀŎƛƧŜ ǳ 
formatu ƳƻƭΣ ǘŜ ǎǳ ǇƻƳƻŏǳ ǇǊƻƎǊŀƳŀ aŀǊǾƛƴ ǎǇǊŜƳƭƧŜƴŜ ǳ ŦƻǊƳŀǘ Ƴƻƭн ƪŀƪƻ ōƛ ǎŜ ƳƻƎƭŜ 
unijeti u AD.  
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Slika 12. 2D Strukture katehina i njihovih metabolita, ǳƪƭƧǳőǳƧǳŏƛ ǊŀȊƭƛőƛǘŀ ŘŜǇǊƻǘƻƴŀŎƛƧǎƪŀ i dvostruko oksidirana 
stanja, őƛƧŜ ƧŜ ƳƻƭŜƪǳƭǎƪƻ ǳƪƭŀǇŀƴƧŜ ǇǊƻǳőŀǾŀƴƻ ǳ ƻǾƻƳ ǊŀŘǳΦ {ǘǊǳƪǘǳǊŜ ǎǳ ǇƻŘƛƧŜƭƧŜƴŜ ƴŀ ƻƴŜ ōŜȊ ƳŜǘŀōƻƭƛőƪƛƘ 

modifikacija, te metilirane, sulfatirane i glukuronidirane metabolite, te na produkte razgradnje crijevnim 
bakterijama, valerolaktone. 

 

Generiranje 3D strukture u Open Babelu iz zapisa SMILES izvodi se za neprstenaste 
fragmente prema zadanim geometrijskim pravilima temeljenim na hibridizaciji atoma 
(O'Boyle ƛ ǎǳǊΦ нлммύΦ ½ŀ ƻŘǊŜŚƛǾŀƴƧŜ о5 ǎǘǊǳƪǘǳǊŀ ǇǊǎǘŜƴŀǎǘƛƘ ƳƻƭŜƪǳƭŀ ƪƻǊƛǎǘŜ ǎŜ ƳƻŘŜƭƛ 
konformacija za pozƴŀǘŜ ǇǊǎǘŜƴŀǎǘŜ ǎǘǊǳƪǘǳǊŜΣ ƪƻƧƛ ǎŜ ǇǊŜǘǊŀȌǳƧǳ ǇƻƳƻŏǳ ƛǘŜǊŀǘƛǾƴƻƎ 
ŀƭƎƻǊƛǘƳŀΦ tǊƛƭƛƪƻƳ ƻŘǊŜŚƛǾŀƴƧŀ ǘƛǇƻǾŀ ŀǘƻƳŀ ǇǊƻǾƧŜǊŀǾŀ ǎŜ ŀǊƻƳŀǘƛőƴƻǎǘ prstenaste 
ǎǘǊǳƪǘǳǊŜ ǎ όпƴҌнύ ˉ-ŜƭŜƪǘǊƻƴŀΦ ½ŀŘƴƧƛ ƪƻǊŀƪ ǳ ƻŘǊŜŚƛǾŀƴƧǳ о5 ƪƻƴŦƻǊƳŜǊŀ ƧŜ ƳƛƴƛƳƛȊŀŎƛƧŀ 
ƪƻǊƛǑǘŜƴƧŜƳ ƧŜŘƴƻƎ od polja sila. Strukture liganada u ovom radu generirane su uz primjenu 
standardnog polja sila u programu OB ς MMFF94. Koordinate su spremljene u PDB formatu 
ǳ ǎƭǳőŀƧǳ ǘŜǎǘƴƛƘ ƳƻƭŜƪǳƭŀΣ ŀ ǳ Ƴƻƭн ŦƻǊƳŀǘǳ ǳ ǎƭǳőŀƧǳ ƳƻƭŜƪǳƭŀ ƳŜǘŀōƻƭƛǘŀΦ 


