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1. UVOD

Sekundarni biljni metabolipolifenoli pobudili suposljednjih godinaveliki znastveni interes

2 K@ fadz2dzoA NI &d0dz2d6SY oNRB2dz R2{1IFTI 2 VyYe2AK2¢
(Pandey i Rizvi 2009h LI OSYy A 06 A Dolifrrdla Avisedrd njifp@j slobodnoj

12y 0SSy iNIF OA2A dz LIX IPbliferoliseulplazthi® S® A 3 18Iy a BB 00 Y B2 &
albumin (SA)(Dangles i sur2001, Boultoni sur. 199§. Interakcija s albuminorg LJ6 Sy A i 2
2RNB $%dz29 2Rydzz {1 iADBydz 12y0OSYyiNr OA_2dz aLlR22Sa!
L2 KNY y2A@lFyasS (S apsyrpci, dBtybaciy, daie@i®IGam])ekskredij

A1 NF aBMB2A T I NI { 21 %pojbvia,Apé tako i hoNf@n@ed'Archivio i sur

2007, Buxton 2005Zinellu i sur. 2015Gleeson 2008

t 2t ATSYy2fA LRRftA2S0dz 6 NP 2wljadykonyd@garizon@iLdag | A Y (0 N
sur. 2003)OneYA 2SSy 2l 2dz & NXz] 0 dzZNHz A r§idoeiangha SALI2 f A FS
(Xiao iKai 2012wl 6 dzy I £t YAY YSOABE YINADY 2 ABHA S A A (820 ¢ 8 (
modifikacija na afinitet i mjesto vezanja polifenola u strukturaB® O 2 2SS A (G SY
diplomskog rada.

1.1.Polifenoli

1.11.%y 612 LRtAFSy2ft !

t 21 A0 A @ypolifendied hay uéisko zdravlje pripisuju se uglavnom njihovom
antioksidativnom djelovanju. ¥ nS1 I A & i NI OA QdaypslifenolLigopu imdtit | & dz
prooksidativiidz6 &y LI2 8 S0 A OS 12 &S5 dzl Mevineidar. @0035St A 1 A
Neki flavonoid imaju i antibakterijska iantikancerogenasvojstva (Li i sur. 2014koja se
R2St2YA6Y2 LINALAA&Adz2dz AYIGSNI {OA2F Yl LRfAFSy2¢f
proteini i DNAte utjecaju na signalne putev@rimjerice, z&kvercetin i(-)-epigalokatehin3-

Jrflrd 69D/ D0 LRIylLFdi2 2S5 RI AYl2dz TylLé6Faly A
Lz S@I 1+2 OG2 adz {AYylI1TS A Tl 1. @@&NRoddglezii I 0 {
sur.2000 @ bl GF 2 Yyl 6AYy 2Zeyelske madiikijEmmat®a [ (i2A Ol2 Silds
acetilacija i metilacija, inhibirati mutagenezu i angiogenezu ili uzrokovati zaustavljanje
adFyA6y23 OA{ftdzal (S &AYNI GdzY2NRE{AK a0l yAoOl o

1.1.2. Kemijska struktura i klasifikacija polifenola
Pdifenoli su spojevix2A &4S &l adz2eS 2R o0l NBY 2SRy23 | N
hidroksilningrupa Prema kemijskoj struktumogusepodijeliti u nekoliko skupingslika 1)
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Slika 1. Primjeri struktura najzastupljenijih skupina polifenefeyonoidi, Bfenolnekiseline, Gstilbeni i D
kurkumiroidi. ModificiranopremaFantini i sur(2015. Na strukturi flavonolaflavanola2 T y I 6 Sy A & dz LINEA G ¢
i numerirani atomi

Ctl @2y 2ARA ardsprastranj@hgkupina polfdndl® (Rd&s i Kasum 2002). Njihova
struktura karakeNRA 8 GA 6y 28 L2 oSyl Syai2y LNRGSydz ! :
OSAaUSNRGEFYAY LIANIYAalAY AfA LA N.Bya1)\v LINE G S
vezan fenilni prsten Bslikal). Identificirano je preketn nn NI Tt AGAGAK Ft I @2y
biljakakoji su podjeljeni u podskupineflavonoi, flavori, flavanol, antocijanni, flavanon i

izoflavon (Middleton i Kandaswami 199Bantini i sur. 2015).

U ovom radu proud | @ lje/ \&®zanjenajzastupliengg flavonoh kvercetira, i flavanoa
1FG§SKAYI (-Spiggkatehindghlda (EGCa), (-)-epigalokatehia (EG@) i €)-

epikatehina (EGa) na albumin Glavna razlika u strukturi flavonola i flavanola je prisutnost
dvostruke veze&£2=C3 keto skupine n&.J2 f 2 4piroBskay prstera C(slikal).

1.1.3. Metaboliti polifenola u plazmi

MSGFo2fA61S Y2 Ruij@mi strakiu &ktinngst pdlife@ola Polifenolise u

hrani nalaze uglavnom kab-glikozidi(Day i sur. 1998)Prilikom unosahranom prvo se
deglikoziliraju(Walle i sur. 2006 a zatimse nastaliaglikoniprevode u konjugirane derivate

L2 Y238dz SyIl AYIl Y q@Uearyitsur.]2008SulfaladijeSi glukuronidacija su

L2 & S 6 y 2 modifikézije olifenola One LI2 @& ltopljivost i molekulski masu

L2 f AFSy2f yAKJIIADLR SRS Rinacpzl 2LIdzG SY dzNRA Yl  dz &f ¢
metabolh ( | LJ2 Lddzii Y 2 Y2 &adzfdB | Bz onetobd¥idrdtiivinetabolita

(Manach i sur. 2004). Tinsed YI y2dz2S y2AK2 @ LR k&gDpdutdiy 2 (2
visokim koncentracijamaa S S dzuAOMX 2y AY G1ABAYLE YSGlFo62tA671S
uklonjene(Scalbert i sur. 2002).



1.1.3.1.Metaboliti kvercetina

Kvercetinje R2 8 G dzLJry dz NI T tA6AG22 o0Afayze KNIyYyAIZ |
1997). Nakon konzumacije hrane bogate kvercetinom, glavni metaboliti identificirani u
ljudskoj plazmi su kverceti3O-glukuronid, kvercetifB'-O-sulfat i 3*O-metil-kvercetin
(izohamnetin) (Day i sur. 2001, Mullen i sur. 20086)ihove mnaksimalne plazmatske
koncentracijesu niskamikromolarne

9y T AYA dzl f 2 KaefjBiyakh merabdlita Yviéréetindz sWDRglukuroniltransferaze

(UGT) sulfotransferaze katehol O-metiltransferaze(COMT) OA Sy T AYA WINRB Y| S
ljudskim crijevilh Ay dzOy A &dz T | dzy2a (REBMNBERaddyalr AT O
sur. 1998 De Santii sur. 2000, Mannisto i Kaakkola, 199%vercetin3-O-glukuronid i
kvercetin3'-O-sulfat su glavni produki metabolizmakvercetina epitelnih stanica tankog
crijeva(O'Leary i sur. 2003Iz crijeva ovi metaboliprelaze u portalnu venujetru. U jetri se

dalje transformirajuu izothamnetin te hibridne konjugate 1 I 2  Chargneti®@380- A 1 2 NJ
glukuronid, kvercetirglukuronidsulfat tekvercetin diglukuronidullen i sur. 20060Q'Leary

i sur. 2003)Y 2 NR& O G S yrghStenic jgtie BepG2 O'Leary i sur(2003 su pokazali da
kvercetin3-O-glukuronid imau jetriR @A 2 S Y 2 3 dzd Sudb¥iGnietilaxip KatehiblheS

skupine ili hidrolim 3 f dz] dzN2 y A R I -glgkyfddh@lazdnytie@aiimsulfatacifizz Yy 26 SO6 ¢
do kvercetin3'-O-sulfata.

1.1.3.2. Metabolitikatehina

%St SYyA 62 023F0 2SS RNUzZA2Y ZelendIAd/ 2d¢d] FTI D /AR yRIA
katehineEGCI ECb | { 2y 1 2y 1 dzY | Of B&oj pl&mi gka A0%BACEl

prisutno u nepromijenjenomobliku, dokje oko 70%EGEai ECa prisutno u obliku konjugata

(Chow i sur. 201, Lee i sur. 2002

Oko 15% EGC&u krvnoj plazmi psutno je u oblikudimetiliranog konjugatad’,4"-di-O-
metil-EGCGDok jeu ljudskoj plazm#é-O-metil-9 D/ D LINRBY |l SSy &l Y2 dz G NJ
sur. 2011)dz (1 A @dz LINR & { Iniskish kaddeRtrhdijedn&42.1 2+82.4damol/g

tkiva) af AGYAY 2a0hlzmE 9O P & dza SNA NDmeRi9 DR O &I il 21816
od metilacije EGC& u tkiw. U skladu s tim su i rezultati koji pokazuju da stanice raka
LINPAGFGS [ b/ Ft Y2 I3@metEGEdE (Wakdy il sur. D)fiirardd n €
glukuronidiranikonjugat EGC&  LINEZ sk uS/Boyhialim udjelimaSun iHo 2008,Lu i

sur. 2003. Glukuronidacija EGG#&ovisi o ispitivanom tkivu (Chow sur. 2011). Ljudski

jetreni mikrosomi imaju glavnu funkciju u glukuronidaciji E@CGetrene UGT
metabolizirajuEGCGiglavnomu EGC@I"-O-glukurorid i S NiB'®©%&mer. Ti metaboliti

B3SO AYyRIVE ded@jg@pdremOdad/ KSy A &dz2ND MppT 0P ¢+ 2 Y2RE
da je EGCG u plazmi prisutan uglavnom u nekonjugiranoikugl@how i sur. 2I1). Kada je

glavno mjesto glukuronidacijeEGC& 4"-O zauzeto metilnom skupinom,njegova
glukuronidacijanekim izozinima UGT je puno slabija A T f dz6 Aadutgn@ Sdzf® D/ D
slabje. U2 6 Sy 2 2S5 RI  dzl enzitnk E@MTdpudski {bilibke@ yingagi (visoku
S1TaLINBaArA2dz AT 2T AYlF ! D¢ ySz2az2Sifa@&azdedhsy!l YSi
regulacija metabolizma i ekskrecije EACG 2 R@A 2  Yildzl RO dzRE T R R IY LI}
Syl AYa| & iBeMB ddzp 2 SS NI SBimayCOMR K INI 22£iliBPge@yA YI o Y
2014).%1 9/ 28 G 1 2SS NJ DeidINBNRYY2A RRAINI W2 QS Hodif (F | G A
takvisul 2y 2dzaF G A LINBY | S SyyAl 6dz 2fy2hdyR ] 28 Softiila\il YOM 2dz Y
sur. 2012).Bakterije abelog crijevaNJ T 3 NIGE@d8 @)-5-@',4',5" trihidroksifenil)- -
valerolaktora i (-)-5-(3',4-dihidroksifenily -valerolaktora> 1 2 2 A  &ddektitahi U2 S S NJ
ljudskoj plazmi (Lee i sur. 2002, Sun i Ho, 2009).



1.1.4.BioNJ & LJ2 f poliehataz & {

Prema hipotezi slobodne frakcije (Buxton 2006)A 2 NJ & LJgekag) €pbj@ RANB $eS vy |
koncentracipm njegovog slobodnog oblika plazmiL y G SNI { OA 21 & LINRGSAYA
nado A 2 NI 4 LR )2 &8 @R & dz| t 2 d16'dréhilad i’sur. R00TEBlifehol idjinaviE S
metaboliti u cirkulaciji brzo prelaze iz slobodngkcijeu frakcijuvezanu na proteine plazme

i obratno. Stupanj vezanja nproteine plazmeY 2 Qufecati na brzinkh 1 f dz6 A @+ y 2 L2t
iz organizmae nanjihovu dopremu dociljnih stanica i tkiva (PandeyRizvi2009).Uz tg
bdzRdzodel RF 61 21y oOoNR2 KPEOER @A Afaris| AMEKS TtyAze SN 228ai
Y23dz26 S adz vy 2-fjdgk 2n@iBkeijé Hoj@ mogu 1Ay2l S6] lutieoht? na slobodnu
koncentraciju lijekga u plazmi time na njihov terapeutski indeksTesseromatis i Alevizou

2008 DiBari i sur2010).

Inkubacija kvercetina u ljudskoj plazmuuvjetimain vitro pokazala je da se on preferentno

nalazi vezan na proteine plazme i to na ljudski serumski albumin {@mgan serum

albumin HSA)Boulton i sur. 1998), f A Gkli#agijomAEGGSE s HSAIz( @ NJe 8jggavo

vezanje na taj plazmatski protein, te je kao glastrukturni elementza afinitet vezanja
prepoznatagaloilna skupina (Zinellu i sur. 2015)Vezanje katehina n&lSAima izrazito

a0 oA {dzdl AMyNJ 122dzoa LINB S 6 | @ 2dz0 Ay @olleidtodpini. 2 1 & A Rl OA «
Varijacije u lokalnimfizikalno-kemijskim dz@2 SG A Y I = | | @romjédha gH, r&S y LIN.
& LIS O A mjastimaik organizmu npr. na mjestima upalé’ 2 3dz LINR dzl NRE 6 A G A | 2
promjene albuminakoje dovode dasmanjenjaafiniteta i disocijacije kompleksa albumina i
promatranogliganda.

1.2. Serumski alboumin(SA)g struktura i vezna mjesta

Serumski albumine najzastupljeniji protein plazme, prisart u visokoj koncemaciji od ~40

mg/mL (Dockal i sur. 1999). @ynegativno nabijen protein iznimng dobro togjiv te ima

GStAl TylLélre T+ LIRKNIydz A LINAR2Sy2a OoONRB2YyAK S
Ho 1994, Curry 2009, Kratochwil i sur. 2002). Uz afinitet za male, negativho nabijene
aromatske spojeve, SA ima i veliki afinitet za vezanje masnihinkisghematina i
nekonjugiranogd A f ANz Ay ® h&aAY (NI YyaLRNIYyST {! AYl
hvatanje slobodnih radikala i njihova inaktivacija, 2Oy I { G A GANI GA A NI T yS$S
YSGlro2tA0SsE {2 OG2 2S O0AfANMHMzAY O/ FNISNI A |
HSA2 S 3 BIRS &\ 2-zavojmica, preostalih 30%rukture6 A Yy Ay I adzYA 6y 2 ¢
OAr2Sft 22 &l NHz206d38h dajg2Selik stupanj konformacijske fleksibilnosti
neophodan za vezanje raznovrsnih liganada. Polipeptidni lanac (H&iarot P02769,
BStAGAYS ccodp (15F= alratz2eir as 2 Kslika. pviel YA Y 2
L2t 20208 aND2tA1S Y2tS81dzxZ S RNOS &S5 1TI1TRSRy2
domene odkojih sesvakasastojiod ~190 aminokiselin2 1 y I & 8z2%4 2 LX LL A LI
N-kraja (slika2). Svaka domena sastoji se od 10 zavojnica povezanih disulfidnim vezama
podijeljena jena subdomene A i Earter i Ho 1994)



Slika 2. Struktura HSA saliglima masnim kiselinama (crvéna7a LIS OA FA 6 Y A KVMPBva glaviia Y2S & i |
vezna mjesta 12, te manje vezno mjest8, poznatasupo vezanju raznih drugih liganaddlaz WMm 6 A y' S
zavojnicehly' I 12222 2SS ,idx2S0GSy ¢ NLHwmn

D2@3SSA &S NHzB8A(éng. boding deyuknyalbuminUniprot P02769, je 6 S& G 2
A&GNI OAGlLY dz 1AYSGAGLTAY A | FAYNSAREGOG tomeli S& G A |
bilaje njegovat I { O R 2diabildoisie 2 & NHz] G dzNy  aft A6y 2aid a | {
76%. BSA se, kao i HSA, sastoji od jednog polipeptidnog lanca, ali od 583 aminokiseline.
¢F12SSNJ AYIlF 3ft20dzA | Nydz aNO2t A{dz &l NHzl (0 dzNHz 2
mostovima. Svaka od domena BSMse aii22A 2R RS@SG T 1 @22y A0l o
sekvence velikamalavelika zavojnica (Bujacz 2012, Bujacz i sur. 2014)

lako se zbogvelikeraznolikosti molekula keja § @ SSAdz Y12 6 SG 1 dz &Yl (NI £ 2
@S 0dz ySaLlSOAjedad strakiiri SApostdjihekblikya2LIS GHvEzkhtmjesta za

ligande male molekulske mas& bazi proteinskih struktura Protein Data Bank (PDB)

NJ & LJ2 f DKo st@tidjak @réktura kompleksaalbuminas raznim kemijskim spojevima
(www.rcsb.org Berman isur.200Q Buttar i sur. 2010, Ghuman i sur. 2005, Petitpas i sur.
2001a,b, 2003,Yang i sur. 2007No, \§ 8 LINJ 2 S 3y sukitra SAib#e RS SSy |
Sudlow i sur.(1975, 1976)postavili su temeljnu klasifikaciju veznih mjesta. Na temelju
analizel 2 YLISU A G A @Y A Yaz {A2aNM CRlIdZOyAs: yRfSdr2 NEa OSy OA2al A
dva osnovna vezna mjesta (VMp ligande male molekulske maseOna su nazvana
Sudlowljevovezno mjesto 1 (VM1) i vezno mjesto 2 (VM8&)ka2). A LIAS6Y S {2yadl
asocijage vezanja u VM1 i VM2 se NB 6 dz dz NJ* doL1f Wd{Cat& i Woil994,

Kratochwil i sur. 2002).

UVML1&aY2S0iSy2Y VI (shkeza RRaySyAaS @dasa¢g2Y KSGiSNRO;
molekulg 6 S asidalokaliziranimy S3 GABYAY yIo622SY dzTojeAl AyA
mjesto poznato kao varfarinsko VM/M1 je prostranoi Y2 OS &Y B@SDEAEM Il y I
Aal20ONBYSy23s O0O02 2S dz26Sy?2 dz {NRadGl t-yAY &
indometacin(2BXQ}e azapropazorsindometacin (2BXK) (Ghuman i sur. 200812, koje se

nalazi u subdomenillA (slike 2 i3b), LINSTFSNBylGy2 @SOS Al RdzOSyS |
kiselne s negativnim nabojem udaljeniod hidrofobnog dijela molekule/M2 jepoznato i

kao indoldiazepinskoili ibuprofensko VM (Ghuman i sur. 2005). Ipak, te strukturne
karakteristike nisu strogi preduvjet za vezanj¥ML1 iliVM2 te je poznat velik broj liganada

122A &S Wldjestdlz 260 2 a NI | (Pekigad ilsdr.Y200B Faingke (0 S 2 Y
allRaS@S 6A2S 2SS LINAYLFNYy2 YeSadand VIdshuwMBl +am3
obratno.



Osim dva primarnaeznamjesta&> KA RNRB F20y |l OdzLX 2Ayl dz 20t A1 dz
asS 22 OVMB(slkae@ | ik 1 2 S S NVMNBISH LINWIvH yMsRubin(Z2insAif 2

i sur. 2003, Zunszain i sur. 2008) i naproksen (Lejon 2808). Osim toga, SA posjeduje
R2RFGY I  YI yewdz a8 BX0AFA 68t NHz] G dzNR = | 2 &MzaY2 3 dz 3
ligandS {1 22A &S LWINRIMWMNY 2 @SOdz dz

' &
Slika 32) VM1i b) VM2 HSAU strukturi 2BXD iz baze PEB, 21 Y 6 SYAY F YAY21 A4St AYAT1AY
ostvaruju interakcije s ligandimBoY Sy S adz 21 y I 6 S i& 2.NeRi 8ijeldilstruktbe gadi y | &
2l ay206S yAdadz LINA{IFTIYyA®

lako jeVM1 glavninoma Y 2 S Quis§ogomeni llApnodz] £ 2dz6dz2S A | YAy 21 A a&
subdomena IBnpr. Tyrl50, Lys195, Lys198B(npr.Val 343, Leu 347 llIA(Leud481)Slika 2

i 3a) (Ghuman i sur. 2005, Petitpasurs2001b). UazuvM12S aYRBO8S¢z 1 | @22y
hiih2 (Slikaa 02 LINRY2SN} 28 212 wmn )= A 21NHzOSy 2
Lys199, Arg218 ! NEHHH BRE¥GAGS aStS1dAdy2ai +am LINB
ligandima(Slika3a0 ® ' 1 dzf ' T dz +am avyeaSoisSy 2S5 2R2Sft 2
Arg218 i Leu219NBE RA Oy 2  Qalapiilaghé ghtinokisalingke ostatk@r. Ala291 i

[ Sdznoy I & RNERE npraTyr1o2, Hik2MA/AR)257 (Slika 8). Spojeviprikladne

vS £ A & hayeS Jvije polarne iinionskegrupena suprotnim krajevima, mogu ostvarivati

@A OS &pdvhljae| iBerakcijes oba krajaVM1 i vezatise visokim afinitetom (Buttar i sur.

2010, Ghumansur. 2005, Petitpas i sur. 200L b

UodnosunaHSAnz 6 2y A2S &adz N}XT £ A1S dz &0 NHAMMAZNR =+ aw
Lys195 iLy499 u HSA zamijenjeni €4S & drgihinimaArgl94 i Argl98 u BSASuprotng

Arg222 HSA je zamijenjers Ly221u BSA

ﬁ HIS242 /— \ \
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lako pri vezanju ligamla male molekulske masee dolazi do velikih konformacijskih
promjena albumind LJ32f 20l 2A 06286y AK 23INI Yyl 1l 28NBSSyA
mijenja2 dzz @l Dy 2S dzZl SGA dz 20T ANJ LINAfA12Y 2RI 0 AN
uklapanje (Buttar i sur. 2010, Ghuman i sur. 2005, Petitpas i sur. 2)0Npr., vezanje

masnih kiselina inducira konformacijsku promjenuVM1 strukture 1HOZ koja mijenja
strukturuVM1y' I yIF 6 Ay RIF LR2YAG6S ¢@8NmMpnz A ,po@iid2 Yy
GAOS yS Y23dz alG@F NI GA AyidSNI (sliRade 3 odiosutna 31 Yy RA
strukturu 2BXD, u strukturi 2BXM s indometacinonalolni prsten Trp214e zarotiran radi

ostvarivang povoljine -~ A y (ie$Budtad i €uk. 2010, Ghuman i sur. 2005).

Interakcija liganadadz] f 2 dz6 dz2 dzosk SAMALNF OB §FI+ 2SS NI T yAY
metodama. R @y 2 SOy 2Y RAZIf AT 2YZ dNIIWEZIFKE YyNRLOSDD
2 RNB S dz2 dztj. dzaneé BaRajeojevau plazmi.Kapilarna elektroforeza, afinitetna
kromatografija, spektrometrijanasg spektroskopske fluorescencijske metode kotesseza
karakterizacijua LJS O Airfiekalicijaspijevasa SA(Boulton i sur. 1998Sengupta i Sengupta

2002, Doufur i Dangles 2005, Janisch i sur. 2004, Xiao i sur. 2009, Khan i sQr.T2011

YS G2 R Yluju dint&i$stehiometrijavezanjg G SNY2RAYFYAG61A A A
vezanja tekonformacijske promjen&Aprilikom vezanja.

a S S dzliokinf 8ksperimentalnim metodama/ S Y2 G & 6gbditi Y2S&ad2 A yI 6
gSTlyal LREtATFSy2tl X OG2 2GS0l @ NI Vedavjd 2SOt y
fluorescentnih polifenolal | 2  Okvetceti® Ba SAn 26 235 SA a G 8lF OS Pe § ¢

Ay (0 NJ yidrescéngifetriptbfinskih ostatakaNa temelju dobivenih rezultath | { f 2 dz6 Sy 2
je da sepolifenoli@ $1Q blizini triptofanskog ostatka na ulazuMM1= O G 2 & dz3 SNA NI ¢
toVM® a S Sidediah YNBT dzf G G y S A &l tySieddzazadmRINSYa S Ldz
IdR2S &adz G 1 2SS Nezdrghdigiadas T4 Sl TrOAL 2 ESIX to,BSA

ima dodatni triptofanski ostatak ¢ NLJv o n  &av132S@NIBAYY Ay & ki RIZTYBSYSNIL .
dzi2S$6S yI &aLIS{aNrai2LIa1S NBTdz GFGSx 6AYS 28
metodom.

bl 26 NODA A ylI22STliAyA2A yI6AYy 2RNBSAGlLIy2lF Y
2Y23dz6dz2S LINARY2Syl NJ 6 dzyoknbty 30K strifufall @raReingy | | 2 €
primjenom NI 6 dzy | £ y AYK2 3B B2 RA SeznbIs\Bjstxé Aeznih mjestaSA, te

predvidjeti koj 6 S & S , gdjeJRaRoS & kojim relativnim afinitetonvezati u definirano

vezno mjesto.

1.2.1 Utjecaj strukture na afinitetpolifenola premaSA

wST dzft G GA A&0GNI OAGlLy2l Lk1FTdz2dz R YSi{lo2fAl
na vezanje na SA (Janisch i sur. 20040 i Kai 20)2Afinitet polifenola za SA varira u skladu

s njihovom kemijskom strukturom. Tako mmlikozidi kvercetina i luteolina imaju manji

afinitet vezanjaza SA od aglikona (Dangles i sur. 1999, Doufur i Dangles 2005, Xiao i sur.
2009). ¥ y2SyA FFAYAGSG 3t A121 AR [t {! dz 2RY
smetnjama uslijed porasta molekud | S @St AG6AYSS>S ySLI I YylINyz2e ai
manjoj hidrofobnosti u odnosu na aglikone: A 2 A Yl A HAMHO® -3t ABY 22
O-glukuronid i 3 O-metil- kvercetin3- O glukuronid imaju slabiji afiniteti za HSA u odnosu

na aglikon, dok se kvercett-O-3 f dz] dzZNR YA R @2SN2 a2l Gy2 yS. @S50S
Df dz] dzZNBYARA Ft I @Ly2yl yINAYIASYAYylr A KS&LISNA
njihovi aglikoni (Kan i sur. 2011). Neki metaboliti polifenola, poput sulfata kvercetina,

L2 11T dz2dz @S6A | FAYAGSG 1T+ @STtyasS yI {! 2R a



2SO0l e adzZ FILadFrOA2SY 3t dzl dzNRPYARF OA2S A YSiOA
JanischA & dzNX» oHnnn0 S]TaLISNAYSyYyGlfty2 2SS 2RNEBS
njegovih glavnih metabolita na HSA: kverc&WO-sulfat > kvercetin > kvercet®O-

glukuronid > izorhamneti3-O-glukuronid > kverceti#'-O-glukuronid. U svom radu Daufi

Dangles (2005) odredili su daodnosu na aglikon, kvercetitO-a dzf FI G LR {1 dz2$8S @
vezanja na HSABSA, dok izomer®& dzf FI G LI 111 dz2S LRR2SRylIl | I 1
manji afinitet za BSA.

52al Rl Oy 2aa NI R2OA 122A adz AadGNI OA@rtA @ST1|
FYyFEfATANIfA adz yFE6AY A FFAYAGSH @Siltyet LJ2 f
metabolite, te nisu razmatrali utjecaj deprotonacijeoksidacijehidroksilnih skipina na

vezanje na SA. Ako pretpostavimo da su hidroksilne skupine polifenola glavne farmakoforne
62618 1 Ie sApyoteiBing, hjibovapromjenay I NI Tt A6AGAY RA2SE 2
YSGF o2t AN f Wg@tBng afinitet vezanja na SA i na prényf S dz oA 2t 20
F{GAGy2aiGAd %0623 G231 2SS dz 202Y NIRdz |yl f
hidroksilnih grupa odabranih polifenola na afinitet vezanja na SA.

0p]
(0p))
<

U ovom diplomskom raduza aglikone kvercetin EGCG, EGC i Bfihove metabolite te
deprotonirane i oksidirane oblikeanalizavezanjana HSA i BSA predena je primjenom
rl 6 dzyhlméteflai programaprikazanih uablici 1

Tablica 1. Preglethetodain silicoi programa prinjenjenih u ovom radu.

Metoda Program
Usporedba svojstaveiM1 HSA i BSA MOLE
UsporedbaADMEsvojstavapolifenola i njihovih VolSurf+

metabolita analizom glavnih komponenti (PCA)

PNBROASIFYy2S YaSai® NA 6yizyd A AutoDock i AutoDock
vezanja polifenola u HSA i BSA Tools




MATERIJALI | METODE

1



2. MATERIJALI I METODE

2.1. Analiza veznog mjestaiISAiBSAJ2 Y2 0dz LINBINI YI ah[ 9

Program MOLEVer. 2.13.9.62 Y2 3dz0 dz2 S aRinNRieindprgfidréhje @ dzLIXi 2 A v |
tunela u proteinimag te karakterizacijunjihovih fizikalnekemijskih svojstavgSehnali sur.

2013)¢ S AYTF2NXIFOA2S {2NRAayYyS &dz T LINBANRWE St
kroz tuneé.

U ovom raduMOLEje upotrijebljen za analizu VM1 albuminimaHSA i BSAl 2 NA 4G S0 A
originalne vrijednostialgoritamskin parametaraZa svaki albumii 2 NJ&A Qui @ yodje
konformacije proteinaiz baze PDB: agkonformacija(HSA 1A06; BSA 4F53truktura

kompleksa s ligandortHSA 2BXD; BSA 4QR®)m strukturama su za potrebe ove analize
prethodno uklonjene molekule vode i ligandel a @S 6 S (tundlisu 23RINNGHS| Sy dkNS
12NRa0GSOA |ZaBSANDRE7YTS150, Hi6ZBS /281, TrRl4 i za BSA: ArgR56,

Tyrl49, His241, Ala290, P18,(0 S & dz Anjihdldfifikahyoketnijsk profili.

2.2. Usporedba ADME svojstayaolifenolai njihovih metabolitalL,J2 Y 2 0 dz
programa Vo8urf+i analize glavnih komponenti

Analiza glavnih komponentiieng. principal component analysjsPCA) jemultivarijantna
adradradaasé YSia 2RI Tl 'y £ AT dzstriclrgativity & i Nz
relationship SAR) (Eriksson i sur. 200%ilson i Lill 2011). U ovodiplomskom radumetoda

PCAje provedena programom VolSurf+] 2 NA adiSSRoyA2z dx RS & 1 NXimJi 2 NB
programom

+2f {d2NFb 2SS LINRPINIY RATF2YANIY T LINBRGOASIYyR2
spojeva,poseo sa svrhoneliminacipa LI2 2S @ a f20AY FIENXYIF{121AYS
FITA 201NRGlIy2l tA2S120F 6/ NBAykdingkemijgkihi & dzNJd  +
ADMEsvojstava za dani kemijski spoj iz generiranih 3D mapa enéargjakcig (engl. GRID

Based Molecular teraction Fieldds AT YSSdz RIyS Y2t S81dA S A NIT\
vode, atomakarbonilnogkisika, atomaamidnogR dzOA { | 0 @ ¢ A & Bprogr&riu] NA LJIi 2
VolSurf+oristitii za izgradnjunodela{ ! wX {1 F 2 OG2 2S5 yLINX®» Y2RSft t
U ovom radulJ2 Y 2 @raixama VolSurf+ proveena je analizametabolita kvercetina i

polifenolal St Sy 2|13 1&®F &A &S dzi ONRA 2 dpédija/dolienolhS (i | 6 2 €
aglikonana njihova fizikaln&emijska i ADME svojstvBromatrani prirodni spojevi uneseni

suu VoBurf+u oblikuzapisaSMILES.

2.3. Molekulsko uklapanjgprogramom AutoDocKAD)

Metoda molekulskog uklapanja (engholecular dockingje jedna2 R y I 26 S08S ]
metodadz LINR dz6 | @l y2dz AYGSNF {1 OA2I {1SYA2alrnK alL
poznavanju3D strukture ciljne makromolekule ¢ proteina ili nukleinske kiselindeng.
structure based drug desig®BDDJFerreira i sur. 201,35hosh i sur. 2006)J molekulskom
uklapanju, preé I @1 yA (1SYA2alA alLkRaeSgxz f b A} 2dzLINA NB R
predefinirano mjesto vezanj i 2 2 Y2 3dzodz2S 2RNBSA Gl yaeS y2AK?2

~

NEBtFGADYAK FFAYAGSGE @S8Tryer 11 LINRAZGI Gl ydz O
9

2 N.
2 c



Molekulsko tlapanje polifenola i njihovih metabolita BALINE FS R Sy 2u p@dsamal2 Y 2 §
AutoDock(Verd.2)o a2 NNRA & A adzNX» Hn2n3poa did S tda b2 (GINRD2S 20N
Verl.5.6) (Morris i sur. 2009).

2.3.1. Program AutoDock

t NBROASIy2S yI6AYl gSi yel f A3l YyRI dz ST y2

aladzeA asS 2R R@GF 3t @yl addzly 2l ligandaiv2) LINB G N.
LIN2E O2SyS SySNEBA2S @SiTlyal LR22SRAYS 12y F2NX¥YI

(Kitchen i sur. 2004, Huey i sur. 2007)AutoDocku jepNA Y Ny I YSG 2RI LINB
konformacijskog prostora unutar veznog mjepté Y NO1 2@ 3ISYySHAG61A |t 32

Vezni prostor u strukturproteina je opisarkao3DY NB O (@ri).grid)| (Morris i sur

1998). Zawaku (i 2 6 & wrapdjedA T NJIvéjulfnltet i energetski doprinos za interakcije

pojedinih tipova atoma liganda. Atomi liganda se tijekom uklapanja sekvencijalno postavljaju

dz LR 2SRAYS GeHBVN253d2oMEBESAT NI 6dzy | Gl yaS @SI1 yAK
konformacija.

2.3.1.1.D S y Si&lgoditam (GA)
DSYSGAGTA FEI2NRGlIY 2S5 YXSURZW IOl 3fRoHAWS 1LINSG
Darwinove evolucije te primjenjgja SY RSt 2 @I 3 Sy 8 (pkindigni- GAyul 6 St |
molekulskom uklapanju,dmpleks proteina i ligandg definiran skuponvarijablistanja pri

6 S Y dakadarijablaodgovarajednomgeru. Prva tri genau Cartesijevekoordinate (X, Y, 2)

1228 2 RAS Sgareldr3D prostori opisujunjegovutranslaciju. 8 2 SRS 81 6 SG A NJ
suvarijable koje definiraju orijentaciju ligy Rl = | a @l 1A &t 2SRS6A 3ASyYy
jednutorziju u liganduRedoslijed gena koji kodiraju torzijske kutove definiran je torzijskim
stablom {orsion treg, kojeggenerira progranza pripremu liganadAutoTorspaketa ADT.

Ukupno stanje ligand&oje odgovara genotipise 2 R NJ- O I ainskeykdordinate koje
predstavijguF Sy 2 G A LJ® bl &dzYA 6y |  &Krdsifigevera U KijanOhodadz & S
adlyal vyl atasSSdzdz Fdzy1 OA_2S &Gl yal 2dnak@dif 2 1 :
R20AQlF2dz yladzYA6yS Ydzil OA2S dz yS{TAYl 2R Tdyg
Y6 addzYAS6ydz @St A8AYdzd D! T FLIR2E6AY2SLIEE Sr&l ¥z2 SY
jedinki u populaciji definira korisnik. Nakdaga izvodi se petlja kroz generacije, koja se

ponavlja dok nije dosegnut ili maksimalan broj generacija ili maksimalan broj energetskih
evaluacijakoji su unaprijed zadani Svaka generacijdz] f 2 ¢ da2aS) mapiranje i
procjenafitnesg ii) selekcijaiii) krosingoveriv) mutacijgi @ St AGAAGA S &St S
Mapiranjem sesvaki pojedini genotip iz populacigevodidz 2 R3 2 @I NJ ARcmskeé F

>

koordinate seuklapajuu 3DY NJB @hdprijed2 RNB S Sy dz A | A ILINR ditdg S a S

energijainterakcije proteina s ligandony 2 A dz S@2f dzOA2&al 22 oAz2f 23
all2az2oyz2aid 2SRAY1S RIF LINBySaS agz2eS 3ISyS d
2R3I2QI NI 2dz ag@2yY 212t A 0dd Bfekcy, jedinkd l@je @ngrfitdeS NI 1T Y

y A @.Apovoljniji) od pNR 82 S 6y 23 dzy,daiopontionard ylGoN&juD & BB
potomaka prema formuli:
E — Q Q n (O

gdje su n prirodni broj potomaka koji se dodjeljuju jedinki; fitnes jedinke (tj. energija

vezanog liganda)fy FAGY Sa ylI 2f 20A2S 2SRAYI|pSpulacipiRy 2 ay 2
posliednjinN generacijalle S @NAR 2SRy 2aid (122dz RSTAY[RNEI 1 2N
srednja vrijednost fitnesza populaciju.
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Ako2S TFAUYySa Yyl 2t 2O0A2St &§RD)yRI2d @KbnyerggncijeIN2 & 2 S ¢
procesuklapanjaseprekld,a INRAAYI2O0SNHz &S AIYBSYS R23I St
L2G2YOA T FYyYeSyadzdz N.BR)\quBS dzR NEb#stmitio®A 2 A = L
. dzZRdz06 A RI  adz 3ISyA T+ GNI¥yatlOacdzs 2NAR2Syll
mutacie § AT @2RS {12 RI S @I NR 2 0 KrbsfigoveRi2 R 2 dz
Ydzii OA2S &8 Al @2RS ylI YIadzYAGYAY OG6tFy20AYL
korisnik5 2 RF Gy A LI NI YSGIF NI {224 RSTAYANI 12MAayAi|
2SRAY1A 2SRyS 3Sy faNduépPARES & daz(i2 Sy SiNi{ GA d.axdS OA &

23120 [ FYFND12@ 3ASYSGAG1A FfIA2NRGEY 6[ D! 0

U programu ADKkoristi seiy’ I 6 A O D!'S [FYFND129 3ASYySGAG61TA |
1998. LGA sdemelji na teoriji Jeana Baistea Lamarckay kojoj setvrdi da fenotipska
20Af2S02l &a0S6Syl (aA2S8S12Y OA@2il 2SRAY(1S LkRa
dz 1 f I aA 6 yeh@&no3SrszBaira Okbrieksapigenetike(Skinner 2015)
LGAodgovarahibridu GAi metodef 2 { I f y 2 3  L(3NKBS]) WNKojémi sika/g@rieracija,
uz3dSy20ALJa1 ST 2INRRIOU prefraguepd @enofipukdjaNse izvodi na dijelu
populacije koju zadaje korisnik). molekulskom uklapanj®t 2 S Y@\@stigérpostoji
inverzna funkcija mapiranjgaodreS A @ lggh@i@ iz fenotipa tj. stanjaliganda iztomskih
koordinata. Rezultat lokalre pretrage LJ2 FSy20A LIz dz aft 2SRSo622
2 R32 @ \iijaBldziadjau genotipuLJ2 6 SGyS 2SRAY 1 So

.
b

I
i\ !
I
I

SRRy
:i;:v

\\ D\ f(x)

Lokalno pretraZivanje

—

I
|
1
1
1

i Fenotip
Lamarckovo
inverzno Mutacija |Mapiranje
mapiranje
P A ¥—— Genotip
Potomci  Roditelji Potomci

{EA1l po | ZopBANBRIK)e funKcila fitded. Pesnoje prikazan rezultat genotipske mutacije
kojase prevodi u fenotip funkcijom mapiranjaijevo je prikazan@l{ I £ y2 LINBG NI OA gt yasS vyl
LINPAG2NHz {2NAAGSOA ONASSRy2adGA FA pyidhdtiputovedd@2t 21y 6 N
lokalnog minimumdunkcije fitnesate se2 R 32 @ NJ 2ldubdakcko¥irB iyiv@rankrLhapiranjem prevodi u
genotip.ModificiranopremaMorris i sur.(1998).
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2.3.1.3.Polje sila

U programu ADfitnes se temelji nasemiempirijskon polju sila (jedn. 2). & standadne

6t y2@SRydkmoekularneY S K Iy Apbljp 2sila dodani sué f | y2RANNS S Sy A
1FEtAONF OA22Y LINBYL! S1TaLISNRAYSyillfy2 2RNBSSy
kompleksa proteina i liganada poznatih struktura i veznih energija (Morris i sur. 1998, Morris

i sur. 2009)Upotreba semiempirijskog poljasill2 @S 6 | @ (2 6 y 2 &bodnjh2 R dza L
SySNHA2I @STtyeal ftA3IFyFIRIFI & NITEtABAGAY OoNR2S

Uprogramu ADF dzy' 1 OA2F T 1 AT N} 6dzyl gl yaS at202RyS Sy
Or 65 . 8 © 2y
v Y0 —h 2N yo 06 — — © 0 dil
. | ¢ Lp ﬁ | l ﬁ_‘l i

@)

LINA 6 SuMidmjeiizvodidza svaki par atoma liganda proteina,j, i zasvaki par atoma

f A3 YyRI dzRFft2Sy T GNR AfA GAOS @St o

t NI GNRA  6f Lyl 2 $Rdud(D)oénnatiliimesBv? IBNdisyeszishi

L2 G SyOArel AT YSSdzrjl Vrgedhbsti ¢idperzigkitpafargeisd A & B A

preuzeti su iz polja sila MBER.(2) Usmjereni 12-10 potencijal koji opisujestvaranje

vodikovih veza(Hveza)i desolvataciju polarnih atomaovisio kutut AT YSSdz f A3l yR
proteina.¢ A Y 6 froj gotignuthHGST I y2NXIF £ AT ANI &S H  dz] dzLly
veza za ligandomjenaslobodne energije prilikom vezan@2 0 A a2k Gwona T , jBr

je broj Hveza ligand dz 1 2 Y LI S1 a dAv@da A dtapaluNo,NiPoBzilzje uzet
desolvatacijskparametr Ewond koji odgovaraLINE SoPeBdigyf stvaranjaH-vezeA I Y S S dz

vodei polarnh atoma (O, N i SParametriGi Di; sukalibrirani su na vezama-B, NH i SH.

Tako jepostignuto da, iako je razlika u ukupnoj energiji stvaranja vodikovih veza blizu nuli,
postoji kazna za neostvaremévezeu kompleksu 0d0.2 kcd k Y2t T FG2YS 1 Aa&.
Oi2 LRGAGS aAaydz I OA2dz dzZlf LI yal LINBYlF (2y7F2
vodikovih veza(3) Coulombski elektrostatski potencijal za paragaa s nabojimag i g na
udaljenostrij,umedijud RA St STONARG]12Y (2yadalyazy

2lanovi (4)i(5B dz SYLIANR2EA1 A 2RNBSSyA haski@ kohjfeRsd NIB I NJ
proteina i ligamR I & LR2TYlFIGAY STALISNAYSY(l f (Mbrrisd RNB S Sy
sur. 1998, Morris i sur. 200RGor predstavlja restrikciju internih rotora i globalne rotacije i
translacije i mjeri nepovoljnu entropiju uslijed vezanja liganda zbog restrikcije
konformacijske slobodeNwr je broj rotabilnih vezau ligandu kGsol je slobodna energija
desolvatacije ligald dzaf A 2SR @ST Fyeal yI LINE ($pkograniu 2 R3 2 ¢
AD za N} 6dzy I y2S LI NI Y Sai hddisti LING & 2 3@ ISBH@Ar@SRal 2 R |
volumenu (Stouten i sur. 1993). Ona je u skladu s koncepd@m FAYAUSUYAK Y
AutoDocka Za svakatom ligandai, prema njegovom tipuNJ & dzy pagcgalnisiofimeni

(M) G2YIl  LINE G SA Y | Postoalkevblumerfa pratdind ko tigandz uzima kao

mjera zaatomskisolvatacijski parameta§) pojedinogatoma liganda’ je konstana (o ®p. )
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2.3.2. Odabir strukturaalbumina HSA i BS&bazi PDB

+A0S 2R wmnannnn o5 aGNHA Gdz2NIF T OA&@S ARSI 20 yerbn s
bazi Protein Data Bank (PD&jyw.rcsb.org Berman i sur2000).U ovom radu iz baze PDB

preuzete su i detaljno analizirane strukture albumina HSA i BSA. Analiza molekulskih
struktura proteina provedena jeprogramima za analizu molekulskh struktura PyMol

0{ OKNI RAY3ISNE [Igcllap Grapki& System, hVEr.lewad i MOLE (Ver.

2.13.9.6) $ehnal sur. 2013)

ook T A t 5. 100NEay strékfind PISA3 &ko 15 struktura BSAS S dz & (0 NXz] ( dzNJ
kompleksa SA s ligandima u bazi PDBgzbtii dzZNy/ 2 Yy I 2af AMFNB k OIE WAY
polifenolima je varfarinU bazi PDB postoje tri kristalografske strukture HSA s varfarinom:

2BXD i 1H9Z ZRenantiomer i1IHA2 zeSenantiomer varfarinab I 6 Ay @ST Fyatl > G2
orijentacija oba enantiomera WudlowljevoVM1 su jednaki (Petitpas i sur. 20@). U

strukturi 2BXDvarfarin u VM1 ostvaruj¢tvezed o026y AY 23INF Yy OA Y Il AaH
kisika4-O te s Arg222i Ala291preko karbonilnih kisikovih atoma iz pironskog prstena i

0 2 6y 2 A(slikab)yals S dziusthakturamalHA2i 1H9Z, zbog vezanja masiiselina

Tyr150 je pomaknut u odnosu ha2 £ 2 Ol 2 dz &G NHzl GdzNA H. -5 A yS§
U tim strukturama na mjestu OH grupe Tyrl50 nalazi se molekula vode koja djeluje kao
&UNHZl GdzNY A St SYSyid L2 RNOI @I 2himiatho, us8ukibrgh@eS 1 NJ
Ml % A Ml !n LRf20F2 FTtS{1aAoAty23 o026y23 23N
nedostaje u koordinatama atoma proteinske strukture. Stoga je u onamiu za molekulsko

uklapanje u HSA odabrana struktura 2BXD.

TV’ISO\ Arg257 \

\T“‘\z’f :

% t- Lys199

-

Phe211

—
TrpZ 14 |
' A Leuzéng
,-' -
Argzzz u2§ &\
7 4 .

Slika6.IntS NI 1 OA BFS/arinaﬁ ﬁrﬁimizkiselina u VMl HSA u kristalnoj strukturi 2BXD.

Yl {13 dz oFT A t5. LRradz2esS RPA2S NARSKSYS 4&f
TO® ' &0GNHz] G dzZNR  wijaosaliciing KsélireNdzan¥ fufn&jéddeieilu o = p

BSA, dvije u i kraj VM1, te po jedna u VM2 i VM3 (Sekula i sur. 2013). U strukturi 40R0 (Lejon

i sur. 2008) tri molekule naproksena vezarseiu VM2, u procjepwna ulazu u VMle u
procjepu,dalje od ulaza u VM(slike 7i® ® bl @F NFIF NAy&a12yY LIt 20l 2c
di(hidroksietil)etera.

+STyaS R@lIadz Y2t S]dzZ I RA 2Rtk BIKOUzfokb\@lo | A & S f
je konformacijsku promjendz {2222 2SS LINAGSY ¢Nlkwmo T NRGA
albumina(slika 7) Stoga je @ molekulsko uklapanje PVML1 (slika8yabrara struktura4OR0
kompleks BSA s naproksenom, kojije LJ2 @St AG6AYA &t A6yA2A | OSND
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4 » =S ‘ A [ 4 A

=7 7 4 RO\ T\ / (N 1 ‘\b \/”?&
Slika7. VM2 i(PVM1 u strukturama kompleksa BSA s naproksenom (40RO, @j&rjijodosalicilnom

ka St Ay2Y onwynsz 1 8t Sy lokiselinskiBtdeit T F YA &dz A Tyl 6l

TRP213
PYM1

Slika8. VM1i PVM1 u strukturamaa) HSA (2BXD)p) BSA (40B® bl 206 2S & (jeNlpRl4/aiRBa 21 y I 6 S
ulazu u VM1. U strukturi 40R0 neki dijelovi strukture nisu prikazani kako bi se vidjela vezna mjesta liganada.

2.3.3. Priprema proteinskih struktura SAparametri molekulskog uklapanjé&utoDoclom

Iz kristalnihstruktura 2BXD i 40R0klonjeni su Blanci imolekule vodee ligandivarfarintj.

naprokse® | 3 NJ F AADT @&ddéni suateinBvbdika2 R NB Stgfgeroviparcijalni
atomskinaboji (Gasteiger i Marsili 1980) i tipvi atoma

' 2@2Y NI RdzZ Y2 S1dzZ a1 2 dzl I LPWIR) SojeliNEMIS RSy 2
dz] t 2 dpfodEb S blikini ulaza u VMHRoji odgovaraveznom mjestu naproksena u BSA

(Lejon i sur2008)(Slika 8)U HSA, PVM1 je bilo zadahd 2 05 YNBONBRROG $Y &
G261 A & 1 22WNRA0/U (& YRISWESYz2 Y 2 S Faffarina @ B214y 2 |

+ St AYOMB/[@ Bila2 RNB 86046080 (26 1 a370), O |1 2RI A DI NI
volumenu od (22.5*28F o n &0 0 3 © 3(Stike ¥ ivYXPp )
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UBSAsufdo2 Ol 2 A @St AGAYL L2 R Nijpbogramu AR RN SIS § dzy Ii B i
daseyl 262t 2S L2271 f 1 LI 2dz & (shkddp DébfseRbSprsﬂgjb)bllbejeyQ Y d
LRGNBoy2 12NARAGAGA OSO6A oNR2 628 0L0B)bdhosmonET nEYy
LI2 RNHz62S 2R O)XH dp3 & SMPH TN Yo P yD 1)0

05 YNBOS yI TIRFEYy2Y LRRNHz2dz T (8014 dA LR 2%
programa AutoGri@Kitchen i sur. 2004)

Slika9. PVM1u strukturama aHSA i bBSAdefiniranal I AT NJ 6 dzy | € imglekiskoouBlapanp s O |
promatranih molekula

Pri molekulskom uklapanju strukture proteina tretirane su kao riglne¢ 2 1T yIF 6 A R
R21 @2t 2SSyl NRGIFOA2I @ST I yY2AK2@AK | YAYy21Aa
vezanjaZa uklapanjesvakogspojau{ ! 1 2NA OGSy 2SLGANlNBederirarRjemnn O
100 konformacija po spojus NA 2SRy 2adA T+ a@gsS 2adltS |t 32N
1+r12 adz 2NAIAYILfy2 1T RIFEYA dz LINR I Nlprdgeva FSt A6
energije uklapanja 2500000 i maksimalni broj generacija 27000. Stopa genetske nilacije

2S noanuwz | ad2LIl INRaAAY3I2GSNI ndys dad 2SRy

generaciji.Rezultat molekulskog uklapanjautoDockomje bilo 100 eznih konformacija

L2 NB R y A Koj drlgrgiji N@zanja deéd NHzLIA NI YA K & 2061 ANRBY VyI Y
definiranu s vrijednostii] @ RNJ Gy 23 1 2 NdorgeSa/ devijacisl®kp Si@dny 2 3
vrijednosti molekulskih koordinata, RMSD (eRgot MeanSquare Deviatiomod 2.0) . Svaki
1tFadSN) 2R3I20I NI 2SRy 2Y , LANBd@irahSjy 2vaznony | 6 A Y ¢
konformacijomd Yy I 2y A O2 Yezafjgy SNHA 22 Y

2.3.4. Odabiri pripremaliganada za molekulsko uklapanje

Molekulsko uklapanjeu ovom diplomskom raduprovedeno je s tri skupa molekula
prikazanih nal&kama 1012

1) Skupod 16 testnih molekulad NI T f A A GAY | FAdY]Af iedias2dye dgd S\ | g2
naproksen za"kalibraciju modela zamolekulsko uklapanje ®VM1(slika10) (Valko i sur

2003) Uklapanjem ovih spojeva u strukture 2BXBAR@ A &GN} OSy 2§ dzia$
struktura i parcijalnih atomskimaboja (parc. at.nabojgd y I LINBRGASIFy2S vy I 6A
energija vezanja.

2) Skup od 30 struktura kvercetina i njegometabolita, odabranih prema zastupljenosti u

ljudskoj plazmi (poglavljel.1.3.1), dz] f 2 dz6 dz2dzd6 A NI 1 f iA dvésiiuko RS LINJ
oksidiranastanja(slikall).

3) Skup od 19 strukturkatehina EGC&, EGE i ECa i njihovih metabolita(poglavig

1.1.3.2)dz]l f 2dz6 dz2dzd6 A NI T £ A gshikd12). RSLINR G2yl OA2all ai
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ol a -
a ) 3 N ' ‘
/\\l ‘\T’j\‘ N NN ! 7 7 Ny e N 2N
\\}_,/' A /1\\ P N A A A:;\/_/ J
- g » > =\ J
R-varfarin S-varfarin / r—8 RRCR
\ / Piroksicam
Indometacin
~ AN . b
2N NN
‘( - o - A
WO A
Ciprofloksacin Salicilna kiselina -
Trimetoprim V M l
1§
N Nl
A )
R . A
[ P " N
i) N 7 NN
N N A AN Nal I~/
Y v N =
¥\
Ibuprofen Ketoprofen Karbamazepin
“ \ =y
/- - ~ —
\) \
\
| - -—
CC e ®
= A z ;
- ' Z
O ) : ¥>"
{ Oksazepam- \ ,/_ Oksazepam- —
S-glukuronid R-glukuronid
Oksazepam \ V M 2
A,
P 3 \
~ N N — » /
> J -y ft J
N - ./\.:( > '\‘//_.‘
NS/
Naproksen xain
VM3 Lidokat Acetaminofen

Slikal0. 2D $i NHz] G dzNB LJ2 1 y I { A Kalibfadij@n8dela £ Imoldk@skAuklapsysd 1 |

AutoDoclom.
t 26S0yS o5 a0 NyxiféndmNBSspojeaR mjittovingetalyohitaKgenerirane su iz
T FLAAL {aL[ 9{ LJ2 Y 2 6 dz (htip:Mdww.chéfmBxanbn) [CORINA | NIJA y

(http://www.molecular-networks.com Molecular Networks GmbH 28) i Open Babel
(O'Boyle i sur. 2011, The Open Babel Pack&g2.3.], http://openbabel.org).

U programu Marvin 3D konformer 2 R NB $eSaoficiom ConformationsConformers
geometrijskom optimizacijonuz upotrebuDreidingovogpolja sila (Mayo i sur. 19%0uz

prethod2 R2RI @lyaS Fdi2Yl @2RA1F A 2RNBSAGlIyeS
Y2NAOGSYS &adz LINPINIYA]S LRAGIBTS &adAK NI 6
Hyperfinel 2 21 LI @SSO @ LINBGHISYHZ DINPER] { A dedSNG IOR Y A |
najpovoljnije konformacijeStrukturesu unesene u AD u formatuol2.
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kvercetin- kvercetin - » kvercetin -
7-anion o-kvinon p-kvinon

kvercetin -
4'-anion

~3-0-metil- 3-0-metil- ~ 3% 0-metil-

kvercetin kvercetin kvercetin
7-anion ‘ ’
) O 3"-0-metil- O
kvercetin-

3-anion 4'-anion
p-kvinon

. 4'-0-metil- . 4-0-metil-

3"-0-metil-
\‘i\sﬂ:‘en:
_ 4-0-metil- @& kvercetin- kvercetin-
O kvercetin z 3-anion \ -ani
89 |
T | METILACIJA

kvercetin- ~_Kvercetin- ~ kvercetin-
3-0-sulfat - 3-0-sulfat- 3-0-sulfat-
O 4'-anion 7-anion a
2 G kvercetin-
’ l o 3-0-sulfat-
= £ \ L == “ o-kvinon
| |
kvercetin- ;ng ?:;tlifg-t kvercetin-
7-0-sulfat- X N = N 7-0-sulfat-
e ‘ p-kvinon o-kvinon
T O 5
L 9 - “{ kvercetin-
“ kvercetin- kvercetin- k"%"?ﬁ'u?at 3'-0-sulfat-

3'-0-sulfat-
3-anion.,

kvercetln
O 30glukuron|d
(1 8es

V | . kverceti : ‘
\Qf \(:/ “¢ kvercetin- \Q "¢ kvercetin- \Q 3. Ovegﬁf,ek",?omd\@
: T/.

3-0-glukuronid- 3-O-glukuronid- 7-anion
A
GLUKURONIDACIJA

4'-anion o-kvinon
Slikall. 2D srukture kvercetina i njegovih metabolitalz] f 2 dz6 dz2 dzd A NJ 1 ifdvostrakd I R S LINE (i
oksidiranastanjaLINE dz6 b @bnyradu. Strukture su podijeliene na one be$ i I 6 2niodifikdcija, Ke
metilirane, sulfatirane i glukuronidirane metabolite.

4'-anion

3'-0-sulfat 7-anion

SULFATACIJA

3-metil-
~ kvercetin-

glu'ku}onid

kvercetin-
" 4'-0O-glukuronid

Internetska aplikacijaCORINA je automatizirani model generiranja 3D struktura koji se

temelji na upotrebi vrijednosti djina veza i torzijskih kutoy@ RNBESSyAK 1| LI22SR
atoma i fragmentena temelju eksperimentalnih podataka (Sadowski i sur. 19%a
LINBGSYlFaGS &adNXHzl GdzNB  LINAYa2Sy2dzzeS as 11 aSol
12y F2NXYI OAclt 1 2aeafe pistértaIZizthepBtdnaste Hrdgmente i molekule
12NRAadA a8 LINAYOALl Uyl 2Rdz 2S3 Lizill Uz a YI{1a
trans{ 2y FAIdz2NF OA2A o6dzZl 2f A1 2 yA2S RNMHzZAIF6A2S & LIS
intramolekulska peklapanja i kontakti prstenastih i neprstenastih dijelova i takve interakcije

se uklanjaju rotacijom oko jednostrukih veza ili promjenom torzijskih kutova. 3D koordinate
AGNHZ GdzNF 3ISYSNANIYS LI2Y208dz LINRPINF Yl [/ hwLb!
formatuY2f > (S &ddz LI2Y26dz LINPINI YIF al NDAY &LINBYS
unijeti u AD.
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Slika12. 2D Strukturekatehinai njihovih metabolitadz] f 2 dz6 dz2 dzd A  NJ- 1 ifdvosirakd oksidRe®aJNE G 2 y |
stanjg6 A2S 2SS Y2t S{dzA a12 dzZlfl LI ya2S LINRdAI| @ y2 dz 2902Y NI R
modifikacijate metilirane, sulfatirane i glukuronidiranaetabolite, te na prodikte razgradnje crijevnim
bakterijama valerolaktone.

Generiranje 3D stikture u Open Babelu iz zapisa SMILE®odi se za neprstenaste
fragmente prema zadanim geometrijskim pravilima temeljenim na hibridizaciji atoma
(OBoyleA adzNX» HammOd %l 2RNBSAGIy2S o5 &0 NHz b dz
konformacija za pofl S LINBISYIlaGS aidNd¥zl GdzNBX (122A &
FEfA2NRGYF® t NRf AT 20v2 Y2 RNBNPAGE SN D I prateidRs@E NP Y | (
& 0 NHz] G dzNBS t4S 100nNRByHE 0D "% Ry 2A (2Nl 1 dz 2RNBSA DIy
1 2 NR O Sy a&dpdlja 8il&. BiylRtde liganada u ovom radu generirane su uz primjenu
standardnog polja sila programu OBR; MMFF94. Koordinate su spremljene u PDB formatu

dz af dz6l 2dz 0SAGYyAK Y2fS1dzZ X | dz Y2fH TF2NX¥I Gd
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