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1. UVOD

Sekundarni biljni metaboliti polifenoli pobudili su posljednjih godina veliki znanstveni interes
zahvaljujuéi rastuéem broju dokaza o njihovom povoljnom ucinku na ljudsko zdravlje
(Pandey i Rizvi 2009). OpaZeni bioloski ucinci polifenola ovise o njihovoj slobodnoj
koncentraciji u plazmi, tzv. bioraspoloZivosti. Polifenoli se u plazmi ve¢inom veZzu na serumski
albumin (SA) (Dangles i sur. 2001, Boulton i sur. 1998). Interakcija s albuminom opc¢enito
odreduje slobodnu, aktivhu koncentraciju spojeva, moZe sluZiti za njihovo dugotrajnije
pohranjivanje te znacajno utjecati na apsorpciju, distribuciju, metabolizam, ekskreciju
(skra¢eno ADME) i farmakokineticki profil spojeva, pa tako i polifenola (D'Archivio i sur.
2007, Buxton 2005, Zinellu i sur. 2015, Gleeson 2008).

Polifenoli podlijezu brojnim metaboli¢kim transformacijama u ljudskom organizmu (O'Leary i
sur. 2003). One mijenjaju strukturu i svojstva polifenola te utjecu na njihovo vezanje na SA
(Xiao i Kai 2012). Rac¢unalnim metodama moguce je relativno brzo i to¢no prouditi utjecaj tih
modifikacija na afinitet i mjesto vezanja polifenola u strukturama SA, Sto je i tema ovog
diplomskog rada.

1.1.Polifenoli

1.1.1. Znacaj polifenola

Pozitivni ucinci polifenola na ljudsko zdravlje pripisuju se uglavhom njihovom
antioksidativnom djelovanju. No, neka istrazivanja pokazala su da polifenoli mogu imati i
prooksidativni uc¢inak, posebice ako se uzimaju u velikim kolicinama (Mennen i sur. 2005).
Neki flavonoidi imaju i antibakterijska i antikancerogena svojstva (Li i sur. 2014), koja se
djelomicno pripisuju interakcijama polifenola s endogenim biomolekulama kao $to su lipidi,
proteini i DNA te utjecaju na signalne puteve. Primjerice, za kvercetin i (-)-epigalokatehin-3-
galat (EGCG) poznato je da imaju znacajan indirektan utjecaj na proteine raznih signalnih
puteva kao Sto su kinaze i faktori rasta (Stepanic i sur. 2014, Russo i sur. 2014, Rodriguez i
sur. 2006). Na taj nacin oni mogu utjecati na epigenetske modifikacije kromatina kao Sto su
acetilacija i metilacija, inhibirati mutagenezu i angiogenezu ili uzrokovati zaustavljanje
stani¢nog ciklusa te smrt tumorskih stanica.

1.1.2. Kemijska struktura i klasifikacija polifenola
Polifenoli su spojevi koji se sastoje od barem jednog aromatskog prstena s jednom ili vise
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 oznaceni su prstenovi
i numerirani atomi.

Flavonoidi su glavna i Siroko rasprostranjena skupina polifenola (Ross i Kasum 2002). Njihova
struktura karakteristicna je po benzenskom prstenu A, kondenziranom s heterociklickim
Sesteroclanim piranskim ili pironskim prstenom C, koji na drugom ili treéem poloZaju ima
vezan fenilni prsten B (slika 1). Identificirano je preko 4000 razli¢itih flavonoida izoliranih iz
biljaka koji su podijeljeni u podskupine: flavonoli, flavoni, flavanoli, antocijanini, flavanoni i
izoflavoni (Middleton i Kandaswami 1993, Fantini i sur. 2015).

U ovom radu proucavano je vezanje najzastupljenijeg flavonola kvercetina, i flavanola
katehina zelenog caja (-)-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 poloZaju 4-pironskog prstena C (slika 1).

1.1.3. Metaboliti polifenola u plazmi

Metabolicke modifikacije znacajno mijenjaju strukturu i aktivnost polifenola. Polifenoli se u
hrani nalaze uglavhom kao f-glikozidi (Day i sur. 1998). Prilikom unosa hranom, prvo se
deglikoziliraju (Walle i sur. 2005), a zatim se nastali aglikoni prevode u konjugirane derivate
pomocu enzima metabolizma faze Il (O'Leary i sur. 2003). Sulfatacija i glukuronidacija su
posebno vazne modifikacije polifenola. One poveéavaju topljivost i molekulsku masu
polifenolnih aglikona, Sto pospjeSuje njihovu eliminaciju putem urina u sluéaju malih
metabolita poput monosulfata, ili Zuci u sluéaju velikih ili viSestruko modificiranih metabolita
(Manach i sur. 2004). Time se smanjuje njihov potencijalno toksican ucinak kada su prisutni u
visokim koncentracijama. Medutim, u ciljnim tkivima metabolicke modifikacije mogu biti
uklonjene (Scalbert i sur. 2002).



1.1.3.1.Metaboliti kvercetina

Kvercetin je dostupan u razlicitoj biljnoj hrani, posebice luku i jabukama (Hollman i sur.
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.

Enzimi ukljuceni u sintezu konjugiranih metabolita kvercetina su UDP-glukuroniltransferaze
(UGT), sulfotransferaze i katehol- O-metiltransferaze (COMT). Ovi enzimi pronadeni su u
ljudskim crijevima i nuZzni su za unos kvercetina iz crijeva u krvotok (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 konjugate, kao $to je izorhamnetin-3-O-
glukuronid, kvercetin-glukuronid-sulfat te kvercetin diglukuronid (Mullen i sur. 2006, O'Leary
i sur. 2003). Koristenjem modelnih stanica jetre, HepG2, O'Leary i sur. (2003) su pokazali da
kvercetin-3-0O-glukuronid ima u jetri dvije moguée metabolicke sudbine: metilaciju kateholne
skupine ili hidrolizu glukuronida endogenom B-glukuronidazom te zatim sulfataciju, najéesce
do kvercetin-3'-O-sulfata.

1.1.3.2. Metaboliti katehina

Zeleni ¢aj bogat je drugom skupinom flavonoida, a to su katehini. Zeleni ¢aj uz EGCG sadrzi i
katehine EGC i EC. Nakon konzumacije zelenog €aja 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 4”-O-metil-EGCG pronaden samo u tragovima (Chow i
sur. 2011), u tkivu prostate pronaden je u niskim koncentracijama (42.1 +/- 32.4 pmol/g
tkiva), slicnim onima EGCG-a u plazmi, Sto sugerira da detektirani 4”-O-metil-EGCG potjece
od metilacije EGCG-a u tkivu. U skladu s tim su i rezultati koji pokazuju da stanice raka
prostate LNCaP mogu metilirati EGCG u 4”-O-metil-EGCG (Wang i sur. 2010). Sulfatirani i
glukuronidirani konjugati EGCG-a pronadeni 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 uglavhom u EGCG-4"-0-glukuronid te rjede u 3'-O izomer. Ti metaboliti
vecdinom se izlu€uju iz tijela putem Zuci (Chen i sur. 1997). Taj model je u skladu s ¢injenicom
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 i izlu¢ivanje EGCG-a putem Zudi je
slabije. Uoceno je da uz visoku aktivnost enzima COMT, ljudski bubrezi imaju visoku
ekspresiju izozima UGT neosjetljivog na metilaciju (Lu i sur. 2003), sto ukazuje da se
regulacija metabolizma i ekskrecije EGCG-a odvija na viSe razina i uklju¢uje kompleksnu
enzimsku mrezu. EC i EGC takoder se metiliraju enzimima COMT, na polozajima 3'ili 4' (Perry
2014). Za EC je takoder utvrdeno da moze biti glukuronidiran i sulfatiran na polozaju 3, i
takvi su konjugati pronadeni u ljudskoj plazmi u znacajnim koncentracijama (Actis-Goretta i
sur. 2012). Bakterije debelog crijeva razgraduju EGCG do (-)-5-(3',4',5'- trihidroksifenil)-y-
valerolaktona i (-)-5-(3',4'-dihidroksifenil)-y-valerolaktona, koji su takoder detektirani u
ljudskoj plazmi (Lee i sur. 2002, Sun i Ho, 2009).



1.1.4. Bioraspolozivost polifenola

Prema hipotezi slobodne frakcije (Buxton 2005), bioraspoloZivost nekog spoja odredena je
koncentracijom njegovog slobodnog oblika u plazmi. Interakcija s proteinima plazme utjece
na bioraspoloZivost spojeva ukljucujuci i polifenole (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 moze utjecati na brzinu izluéivanja polifenola
iz organizma te na njihovu dopremu do ciljnih stanica i tkiva (Pandey i Rizvi 2009). Uz to,
bududéi da se znacajan broj heterocikli¢kih lijekova veze u isto vezno mjesto kao i polifenoli,
moguce su njihove tzv. lijek-lijek interakcije koje mogu znadajno 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). Sli¢no, inkubacijom EGCG-a s HSA utvrdeno 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
stabilizirajudi ucinak, sprjec¢avajuéi njihovu oksidaciju i epimerizaciju u vodenoj otopini.
Varijacije u lokalnim fizikalno-kemijskim uvjetima, kao S$to je npr. promjena pH, na
specifiénim mjestima u organizmu, npr. na mjestima upale, mogu prouzrociti konformacijske
promjene albumina, koje dovode do smanjenja afiniteta i disocijacije kompleksa albumina i
promatranog liganda.

1.2. Serumski albumini (SA) — 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
velik znacaj za pohranu i prijenos brojnih egzogenih i endogenih komponenti plazme (Carter i
Ho 1994, Curry 2009, Kratochwil i sur. 2002). Uz afinitet za male, negativho nabijene
aromatske spojeve, SA ima i veliki afinitet za vezanje masnih kiselina, hematina i
nekonjugiranog bilirubina. Osim transportne, SA ima i mnoge druge uloge, kao Sto je
hvatanje slobodnih radikala i njihova inaktivacija, a moZe inaktivirati i razne toksi¢ne lipofilne
metabolite, kao Sto je bilirubin (Carter i Ho 1994).

HSA je graden od oko 70% a-zavojnica, preostalih 30% strukture ¢ini nasumic¢no klupko, te u
cijeloj strukturi nema B-ploce. To mu daje velik stupanj konformacijske fleksibilnosti
neophodan za vezanje raznovrsnih liganada. Polipeptidni lanac HSA (Uniprot P02768),
veli¢ine 66.5 kDa, sastoji se od 585 aminokiselina. Protein ima srcolik oblik (slika 2). Dvije
polovice srcolike molekule drze se zajedno elektrostatskim i hidrofobnim interakcijama. Tri
domene, od kojih se svaka sastoji od ~190 aminokiselina, oznacuju se kao I, Il'i lll, pocevsi od
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).



Slika 2. Struktura HSA s ligandima masnim kiselinama (crvena) u 7 specifi¢nih veznih mjesta (VM). Dva glavna
vezna mjesta 1i 2, te manje vezno mjesto 3, poznata su po vezanju raznih drugih liganada. Ulaz u VM1 cine
zavojnice h1, na kojoj je smjesten Trp214, i h2.

Govedi serumski albumin, BSA (eng. bovine serum albumin, Uniprot P02769), je Cesto
istrazivan u kineti¢kim i afinitetnim testiranjima lijekova kao zamjena za HSA. Razlog tome
bila je njegova lakSa dostupnost i stabilnost te strukturna sliénost s HSA, koja iznosi visokih
76%. BSA se, kao i HSA, sastoji od jednog polipeptidnog lanca, ali od 583 aminokiseline.
Takoder ima globularnu srcoliku strukturu s tri domene povezane unakrsno disulfidnim
mostovima. Svaka od domena BSA se sastoji od devet zavojnica u obliku tripleta, koje Cine
sekvence velika-mala-velika zavojnica (Bujacz 2012, Bujacz i sur. 2014).

lako se, zbog velike raznolikosti molekula koje se vezu na SA, u pocetku smatralo da se one
vezu nespecifiéno, otkriveno je da u strukturi SA postoji nekoliko specifi¢nih veznih mjesta za
ligande male molekulske mase. U bazi proteinskih struktura Protein Data Bank (PDB)
raspolozivo je 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, vec prije nego Sto je 3D struktura SA bila odredena,
Sudlow i sur. (1975, 1976) postavili su temeljnu klasifikaciju veznih mjesta. Na temelju
analize kompetitivnim isklju¢ivanjem uz koristenje fluorescencijskih proba identificirana su
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). Tipi¢ne konstante
asocijacije vezanja u VM1 i VM2 se kreéu u rasponu od 10% do 10® M (Carter i Ho 1994,
Kratochwil i sur. 2002).

U VM1 smjeStenom na subdomeni lIA (slike 2 i 3 a), vezu se veéinom heterociklicke
molekule, ¢esto s delokaliziranim negativnim nabojem u blizini sredista molekule. To je
mjesto poznato kao varfarinsko VM. VM1 je prostrano i moZe smjestiti i viSe liganada
istovremeno, $to je uoceno u kristalnim strukturama HSA s parovima fenilbutazon-
indometacin (2BXQ) te azapropazon-indometacin (2BXK) (Ghuman i sur. 2005). VM2, koje se
nalazi u subdomeni IlIA (slike 2 i 3b), preferentno veZe izduzene aromatske karboksilne
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
koji se veZzu u oba vezna mjesta, iako s razli¢itim afinitetom (Petitpas i sur. 2003). Za neke
spojeve Cije je primarno mjesto vezanja VM1, uoceno je da kao sekundarno VM imaju VM2 i
obratno.



Osim dva primarna vezna mjesta, hidrofobna Supljina u obliku slova L u subdomeni IB, koja
se joS naziva i VM3 (slika 2), takoder je primarno VM za ligande kao $to je bilirubin (Zunszain
i sur. 2003, Zunszain i sur. 2008) i naproksen (Lejon i sur. 2008). Osim toga, SA posjeduje i
dodatna manje specificna VM u svojoj strukturi, koja mogu sluziti i kao sekundarna VM za
ligande koji se primarno vezu u VM1 ili VM2.

Slika 3. a)VMl i b) VM2 HSA u strukturi 2BXD iz baze PDB, s ozna¢enim aminokiselinskim ostacima koji naj¢esce
ostvaruju interakcije s ligandima. Domene su oznacene bojama kao na slici 2. Neki dijelovi strukture radi
jasnoce nisu prikazani.

lako je VM1 glavninom smjesteno u subdomeni IIA, ono ukljucuje i aminokiselinske ostatke
subdomena IB (npr. Tyrl50, Lys195, Lys199), lIB (npr. Val 343, Leu 347) i lllA (Leu481) (Slika 2
i 3 @) (Ghuman i sur. 2005, Petitpas i sur. 2001 b). Ulaz u VM1 je smjeSten izmedu zavojnica
h1 i h2 (Slika 2), promjera je oko 10 A, i okruZen je s Cetiri bazi¢ne aminokiseline Lys195,
Lys199, Arg218 i Arg222 cime se postize selektivnost VM1 prema negativno nabijenim
ligandima (Slika 3 a). Uz ulaz u VM1 smjesten je odjeljak koji ¢ine Phe211, Trp214, Ala215,
Arg218 i Leu219. Sredisnja Supljina VM1 uz apolarne aminokiselinske ostatke npr. Ala291 i
Leu238, sadrzi i polarne ostatke npr. Tyrl50, His242 i Arg257 (Slika 3 a). Spojevi prikladne
veli¢ine, s barem dvije polarne ili anionske grupe na suprotnim krajevima, mogu ostvarivati
viSestruke 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, znacajnije su razlike u strukturi VM1 BSA prisutne u blizini ulaza u VM1.
Lys195 i Lys199 u HSA zamijenjeni su veéim argininima Argl194 i Arg198 u BSA. Suprotno,
Arg222 HSA-a je zamijenjen s Lys221 u BSA.
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Slika 4. Vezanje varfarina u VM1 HSA u kristalnim strukturama 2BXD (svjetlo ruzicasta) i 1H9Z (cijan).




lako pri vezanju liganada male molekulske mase ne dolazi do velikih konformacijskih
promjena albumina, poloZaji bo¢nih ogranaka odredenih aminokiselina veznog mjesta se
mijenjaju, Sto je vazno uzeti u obzir prilikom odabira kristalne strukture za molekulsko
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 na nacin da pomice Tyr150, i neSto manje Arg257, van iz veznog dZepa, pa oni
viSe ne mogu stvarati interakcije s ligandima (Ghuman i sur. 2005) (slika 4). U odnosu na
strukturu 2BXD, u strukturi 2BXM s indometacinom, indolni prsten Trp214 je zarotiran radi
ostvarivanja povoljne -1t interakcije (Buttar i sur. 2010, Ghuman i sur. 2005).

Interakcija liganada, ukljucujuci polifenole, sa SA istrazivana je raznim eksperimentalnim
metodama. Ravnoteznom dijalizom, ultrafiltracijom i ultracentrifugiranjem najéesce se
odreduju slobodne tj. vezane frakcije spojeva u plazmi. Kapilarna elektroforeza, afinitetna
kromatografija, spektrometrija masa, spektroskopske i fluorescencijske metode koriste se za
karakterizaciju specifi¢nih 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
metodama odreduju se afiniteti i stehiometrija vezanja, termodinamicki i kineticki parametri
vezanja te konformacijske promjene SA prilikom vezanja.

Medutim, ovim eksperimentalnim metodama ne moZe se to¢no odrediti mjesto i nacin
vezanja polifenola, Sto oteZava razumijevanje prirode njihovih interakcija sa SA. Vezanje
fluorescentnih polifenola, kao Sto je kvercetin, na SA najceS¢e je istrazivano gaSenjem
intrinzi¢ne fluorescencije triptofanskih ostataka. Na temelju dobivenih rezultata zaklju¢eno
je da se polifenoli veZzu u blizini triptofanskog ostatka na ulazu u VM1, sto sugerira vezanje u
to VM. Medutim taj rezultat ne iskljuCuje vezanje u procjep izmedu subdomena IIA, 1IB i llIA,
gdje su takoder mogude interakcije vezanih liganada s Trp214 HSA ili Trp213 BSA. Uz to, BSA
ima dodatni triptofanski ostatak Trpl134 smjeSten na povrsini subdomene IB koji takoder
utjeCe na spektroskopske rezultate, Ccime je oteZzano prepoznavanje liganada VM1 BSA ovom
metodom.

Najbrzi i najjeftiniji nacin odredivanja moguceg mjesta i nacina vezanja spojeva u SA
omogucuje primjena racunalnih metoda. Ukoliko je poznata 3D struktura proteina,
primjenom racunalnih metoda, moguce je prouditi vezna svojstva veznih mjesta u SA, te
predvidjeti koji ¢e se spojevi, gdje, kako, i s kojim relativnim afinitetom vezati u definirano
vezno mjesto.

1.2.1. Utjecaj strukture na afinitet polifenola prema SA

Rezultati istrazivanja pokazuju da metabolizam kvercetina u crijevima i jetri ima velik utjecaj
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). Smanjeni afinitet glikozida za SA u odnosu na aglikone pripisan je sterickim
smetnjama uslijed porasta molekulske veli¢ine, neplanarnoj strukturi glikozida i njihovoj
manjoj hidrofobnosti u odnosu na aglikone (Xiao i Kai 2012). Sli¢no, glukuronidi kvercetin-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-glukuronid vjerojatno ne veze na HSA (Janisch i sur. 2004).
Glukuronidi flavanona naringenina i hesperitina imaju sli¢an afinitet vezanja na HSA kao i
njihovi aglikoni (Khan i sur. 2011). Neki metaboliti polifenola, poput sulfata kvercetina,
pokazuju vedi afinitet za vezanje na SA od samih aglikona (Janisch i sur. 2004).



Utjecaj sulfatacije, glukuronidacije i metilacije uvelike ovisi o polozZaju supstitucije. U radu
Janisch i sur. (2004) eksperimentalno je odreden redoslijed po jacini vezanja kvercetina i
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-sulfat pokazuje visi afinitet
vezanja na HSA i BSA, dok izomer 3-O-sulfat pokazuje podjednak afinitet za HSA i znacajno
manji afinitet za BSA.

Dosadasnji radovi koji su istrazivali vezanje polifenola na SA raCunalnim metodama,
analizirali su nacin i afinitet vezanja polifenola ne uzimajuéi u obzir njihove plazmatske
metabolite, te nisu razmatrali utjecaj deprotonacije i oksidacije hidroksilnih skupina na
vezanje na SA. Ako pretpostavimo da su hidroksilne skupine polifenola glavne farmakoforne
tocke za interakcije s proteinima, njihova promjena na razli¢itim dijelovima molekule
metabolita mozZe razli¢ito utjecati na afinitet vezanja na SA i na promjene u bioloskoj
aktivnosti. Zbog toga je u ovom radu analiziran utjecaj metaboli¢kih transformacija
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

raCunalnih 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 VolSurf+

metabolita analizom glavnih komponenti (PCA)

Predvidanje mjesta i nacina vezanja te racunanje afiniteta | AutoDock i AutoDock
vezanja polifenola u HSA i BSA Tools
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2. MATERUALI I METODE

2.1. Analiza veznog mjesta 1 HSA i BSA pomocu programa MOLE

Program MOLE (Ver. 2.13.9.6) omoguduje odredivanje i aminokiselinsko profiliranje Supljina i
tunela u proteinima, te karakterizaciju njihovih fizikalno-kemijskih svojstava (Sehnal i sur.
2013). Te informacije korisne su za procjenu veli¢ine i tipova liganada koji mogu udi i proci
kroz tunele.

U ovom radu MOLE je upotrijebljen za analizu VM1 u albuminima HSA i BSA, koristedi
originalne vrijednosti algoritamskih parametara. Za svaki albumin koristene su po dvije
konformacije proteina iz baze PDB: apo-konformacija (HSA 1A06; BSA 4F5S) i struktura
kompleksa s ligandom (HSA 2BXD; BSA 40R0). Svim strukturama su za potrebe ove analize
prethodno uklonjene molekule vode i ligandi. Za sve Cetiri strukture tuneli su odredeni
koristeci kao rubne tocke za HSA: Arg257, Tyrl50, His242, Ala291, Trp214 i za BSA: Arg256,
Tyr149, His241, Ala290, Trp213, te su izracunati njihovi fizikalno-kemijski profili.

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

Analiza glavnih komponenti (eng. principal component analysis, PCA) je multivarijantna
statisticka metoda za analizu odnosa strukture i aktivnosti (eng. structure-activity
relationship, SAR) (Eriksson i sur. 2006, Wilson i Lill 2011). U ovom diplomskom radu metoda
PCA je provedena programom VolSurf+ koriste¢i ujedno i deskriptore izraCunate tim
programom.

VolSurf+ je program dizajniran za predvidanje i analizu farmakokinetickih svojstava kemijskih
spojeva, posebno sa svrhom eliminacije spojeva s loSim farmakokinetickim profilom u ranoj
fazi otkrivanja lijekova (Cruciani i sur. 2000). VolSurf+ predvida 128 fizikalno-kemijskih i
ADME svojstava za dani kemijski spoj iz generiranih 3D mapa energija interakcije (engl. GRID
Based Molecular Interaction Fields) izmedu dane molekule i raznih kemijskih proba (npr.
vode, atoma karbonilnog kisika, atoma amidnog dusika). Ti se deskriptori mogu u programu
VolSurf+ koristiti i za izgradnju modela SAR, kao Sto je npr. model PCA.

U ovom radu pomocu programa VolSurf+ provedena je analiza metabolita kvercetina i
polifenola zelenog ¢aja kako bi se utvrdio ucinak metaboli¢kih transformacija 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 od najcesée koristenih
metoda u proucavanju interakcija kemijskih spojeva i ciljnih makromolekula, utemeljenih na
poznavanju 3D strukture ciljne makromolekule — proteina ili nukleinske kiseline (eng.
structure based drug design, SBDD) (Ferreira i sur. 2015, Ghosh i sur. 2006). U molekulskom
uklapanju, proucavani kemijski spojevi, bilo prirodni ili sintetski, se uklapaju u najéesce
predefinirano mjesto vezanja, sto omoguduje odredivanje njihovih mogucih nacina vezanja i
relativnih afiniteta vezanja za proucavanu ciljnu makromolekulu.



Molekulsko uklapanje polifenola i njihovih metabolita u SA provedeno je pomocu programa
AutoDock (Ver.4.2.) (Morris i sur. 2009) uz upotrebu grafickog sucelja AutoDockTools (ADT,
Ver.1.5.6.) (Morris i sur. 2009).

2.3.1. Program AutoDock

Predvidanje nacina vezanja liganda u vezno mjesto receptora molekulskim uklapanjem
sastoji se od dva glavna stupnja: 1) pretrazivanja konformacijskog prostora liganda i 2)
procjene energije vezanja pojedine konformacije pomocu metoda baziranih na polju sila
(Kitchen i sur. 2004, Huey i sur. 2007). U AutoDocku je primarna metoda pretrazivanja
konformacijskog prostora unutar veznog mjesta Lamarckov geneticki algoritam (LGA).

Vezni prostor u strukturi proteina je opisan kao 3D mreza tocaka (eng. grid) (Morris i sur.
1998). Za svaku tocku se unaprijed izraCunavaju afinitet i energetski doprinos za interakcije
pojedinih tipova atoma liganda. Atomi liganda se tijekom uklapanja sekvencijalno postavljaju
u pojedine tocke mreze, Sto omoguduje brzo izraCunavanje veznih energija pojedinih
konformacija.

2.3.1.1. Geneticki algoritam (GA)

Geneticki algoritam je metoda globalne pretrage koja oponasa glavne karakteristike
Darwinove evolucije te primjenjuje Mendelova geneticka nacela. U primjeni GA u
molekulskom uklapanju, kompleks proteina i liganda je definiran skupom varijabli stanja, pri
¢emu svaka varijabla odgovara jednom genu. Prva tri gena su Cartesijeve koordinate (x, y, 2)
koje odreduju polozaj liganda u 3D prostoru i opisuju njegovu translaciju. Sljedeéa cCetiri gena
su varijable koje definiraju orijentaciju liganda, a svaki sljedeci gen predstavlja vrijednost za
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 odrazava na atomske koordinate koje
predstavljaju fenotip. Nasumiéna stanja kriZzaju se procesom krosingovera, u kojem nova
stanja nasljeduju funkcije stanja od bilo kojeg od dva roditelja. Dodatno, neki od potomaka
dobivaju nasumiéne mutacije u nekima od funkcija stanja tako da se one promijene za
nasumiénu veli¢inu. GA zapocinje stvaranjem nasumicéne inicijalne populacije, pri ¢emu 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 ukljuCuje pet faza: i) mapiranje i
procjena fitnesa; ii) selekcija; iii) krosingover; iv) mutacija i v) elitisticka selekcija.

Mapiranjem se svaki pojedini genotip iz populacije prevodi u odgovarajuci fenotip. Atomske
koordinate se uklapaju u 3D mrezu unaprijed odredenu za protein i izraCunava se fitnes, tj.
energija interakcije proteina s ligandom. Kao i u evolucijskoj biologiji, i ovdje fitnes odreduje
sposobnost jedinke da prenese svoje gene u slijedec¢u generaciju. RjesSenja koja bolje
odgovaraju svom okoliSu nastavljaju se razmnozavati. U selekciji, jedinke koje imaju fitnes
nizi (tj. povoljniji) od prosjeCnog unutar generacije, proporcionalno dobivaju veéi broj
potomaka prema formuli:

_ Jw=Ffi _
n=2o fu-[f1#00 (1)

gdje su: n prirodni broj potomaka koji se dodjeljuju jedinki; fi fitnes jedinke (tj. energija
vezanog liganda); fw fitnes najloSije jedinke, odnosno najvisa energija u populaciji, u
posljednjih N generacija (N je vrijednost koju definira korisnik, uobicajeno je to 10); [f] je
srednja vrijednost fitnesa za populaciju.
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Ako je fitnes najlosije jedinke jednak prosjecnom (tj. fw —[f]=0), doslo je do konvergencije i
proces uklapanja se prekida. U krosingoveru se izmjene dogadaju samo izmedu gena. Nastali
potomci zamjenjuju roditelje u populaciji, pri cemu se veli¢ina populacije drzi konstantnom.
Bududi da su geni za translaciju, orijentaciju i torzije predstavljeni realnim varijablama,
mutacije se izvode tako da se varijablama dodaju nasumicni realni brojevi. Krosingover i
mutacije se izvode na nasumiénim c¢lanovima populacije prema stopama koje definira
korisnik. Dodatni parametar koji definira korisnik, elitizam, odreduje koliko najviSe rangiranih
jedinki jedne generacije automatski prezivljava u sljede¢u generaciju.

2.3.1.2. Lamarckov geneticki algoritam (LGA)

U programu AD koristi se inacica GA, Lamarckov geneticki algoritam (LGA) (Morris i sur.
1998). LGA se temelji na teoriji Jeana Baptistea Lamarcka, u kojoj se tvrdi da fenotipska
obiljezja stecena tijekom Zivota jedinke postaju nasljedne osobine. Ta teorija, iako odbacena
u klasi¢noj genetici, ponovno se razmatra u kontekstu epigenetike (Skinner 2015).

LGA odgovara hibridu GA i metode lokalnog pretrazivanja (slika 5) u kojem svaka generacija,
uz genotipske, prolazi joS i kroz lokalnu pretragu po fenotipu, koja se izvodi na dijelu
populacije koju zadaje korisnik). U molekulskom uklapanju to je moguce provesti jer postoji
inverzna funkcija mapiranja za odredivanje genotipa iz fenotipa, tj. stanja liganda iz atomskih
koordinata. Rezultat lokalne pretrage po fenotipu u sljedecoj generaciji zamjenjuje
odgovarajucu varijablu stanja u genotipu pocetne jedinke.
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Slika 5. Usporedba klasi¢nog GA i LGA. f(x) je funkcija fitnesa. Desno je prikazan rezultat genotipske mutacije
koja se prevodi u fenotip funkcijom mapiranja. Lijevo je prikazano lokalno pretrazivanje na fenotipskom
prostoru koristeci vrijednosti fitnesa. Dovoljan broj koraka lokalnog pretraZivanja po fenotipu dovodi do

lokalnog minimuma funkcije fitnesa, te se odgovarajuci fenotip 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
¢lanove u jednadzbi molekularno-mehanickog polja sila dodani su ¢lanovi odredeni
kalibracijom prema eksperimentalno odredenim vrijednostima parametara za skup
kompleksa proteina i liganada poznatih struktura i veznih energija (Morris i sur. 1998, Morris
i sur. 2009). Upotreba semiempirijskog polja sila povecava to¢nost kod usporedbe slobodnih
energija vezanja liganada s razli¢itim brojem atoma, tj. razli¢ite velic¢ine.

U programu AD funkcija za izracunavanje slobodne energije vezanja je zbroj pet ¢lanova:

Ai'j Bi,j Ci’j D'j . .
AG = AGyqy Z <TT ~ % ) T Alhvona Z EM| 7~ r% ~ Enpond | + AGepec Z A4
=N ij T ij ij T € (Ti j)rij
+ BGyorNeor + DGy ) Si¥;e /27

ier

(2)

pri ¢emu se sumiranje izvodi za svaki par atoma liganda, i, i proteina, j, i za svaki par atoma
liganda udaljen za tri ili viSe veza.

Prva tri ¢lana jednadzbe su doprinosi in vacuo: (1) Lennard-Jonesov 12-6 disperzijski
potencijal izmedu atoma na udaljenosti r;;. 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 izmedu liganda i
proteina. Tim ¢lanom broj postignutih H-veza normalizira se s ukupnim brojem mogudih H-
veza za ligand. Promjena slobodne energije prilikom vezanja je obi¢no mala, AGhwond = O, jer
je broj H-veza liganda u kompleksu sli€an broju H-veza u otapalu. No, u obzir je uzet i
desolvatacijski parametar Envond, koji odgovara prosjeénoj energiji stvaranja H-veze izmedu
vode i polarnih atoma (O, N i S). Parametri C;;i D ; 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 kcal/mol za atome kisika i dusika,
Sto poti¢e simulaciju uklapanja prema konformacijama s maksimalnim brojem ostvarenih
vodikovih veza. (3) Coulombski elektrostatski potencijal za parove iona s nabojima gi i g; na
udaljenosti rjj, u mediju s dielektrickom konstantom e.

Clanovi (4) i (5) su empirijski odredeni linearnom regresijskom analizom na skupu kompleksa
proteina i liganada s poznatim eksperimentalno odredenim konstantama vezanja (Morris i
sur. 1998, Morris i sur. 2009). AGtor predstavlja restrikciju internih rotora i globalne rotacije i
translacije i mjeri nepovoljnu entropiju uslijed vezanja liganda zbog restrikcije
konformacijske slobode. N:r je broj rotabilnih veza u ligandu. AGso je slobodna energija
desolvatacije liganda uslijed vezanja na protein i odgovara hidrofobnom ucinku. U programu
AD za racunanje parametra desolvatacije se koristi prilagodena metoda bazirana na
volumenu (Stouten i sur. 1993). Ona je u skladu s konceptom 3D afinitetnih mreza
AutoDocka. Za svaki atom liganda i, prema njegovom tipu, racunaju se parcijalni volumeni
(Vj) atoma proteina koji ih okruzuju. Postotak volumena proteina oko liganda se uzima kao
mjera za atomski solvatacijski parametar (S;) pojedinog atoma liganda. o je konstanta (3.5 A).
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2.3.2. Odabir struktura albumina HSA i BSA u bazi PDB

Vise od 100000 3D struktura za vise od 38000 razliCitih proteinskih sekvenci raspoloZivo je u
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
(Schrodinger, LLC. The PyMOL Molecular Graphics System, Ver. 1l.1leval) i MOLE (Ver.
2.13.9.6) (Sehnal i sur. 2013).

U bazi PDB pronadeno je 100-tinjak struktura HSA i oko 15 struktura BSA. Medu strukturama
kompleksa SA s ligandima u bazi PDB, strukturno najsli¢niji ligand HSA proucavanim
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. Nacin vezanja, tj. smjestaj i
orijentacija oba enantiomera u Sudlowljevo VM1 su jednaki (Petitpas i sur. 2001 b). U
strukturi 2BXD varfarin u VM1 ostvaruje H-veze s bo¢nim ograncima His242 preko atoma
kisika 4-O te s Arg222 i Ala291 preko karbonilnih kisikovih atoma iz pironskog prstena i
bocnog lanca (slika 6). Medutim, u strukturama 1HA2 i 1H9Z, zbog vezanja masnih kiselina
Tyrl50 je pomaknut u odnosu na polozZaj u strukturi 2BXD i ne tvori interakcije s varfarinom.
U tim strukturama na mjestu OH grupe Tyrl50 nalazi se molekula vode koja djeluje kao
strukturni element podrZavajuci vezanje varfarina u tom poloZaju. Dodatno, u strukturama
1H9Z i 1HA2 polozaj fleksibilnog bo¢nog ogranka aminokiseline Lys199 nije to¢no odreden te
nedostaje u koordinatama atoma proteinske strukture. Stoga je u ovom radu za molekulsko
uklapanje u HSA odabrana struktura 2BXD.

\ o
TV{_IVSO\_. Arg257x“n \

\Hi524(\

% t- Lys199

Phe211

_y/

Slika 6. Interakcije izmedu R-varfarina i aminokiselina u VM1 HSA u kristanoj strukturi 2BXD.
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Za BSA, u bazi PDB postoje dvije rijeSene strukture kompleksa s ligandima: 4JK4 i 40RO (slika
7). U strukturi 4JK4, Cetiri molekule 3,5-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 40R0 (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 8). Na varfarinskom polozaju smjestena je molekula
di(hidroksietil)etera.

Vezanje dvaju molekula dijodosalicilne kiseline u podrucju VM1 u strukturi 4JK4 uzrokovalo
je konformacijsku promjenu u kojoj je prsten Trp213 zarotiran prema srediSnjem procjepu
albumina (slika 7). Stoga je za molekulsko uklapanje u PVM1 (slika8) izabrana struktura 40R0
kompleksa BSA s naproksenom, koji je i po veliini sli¢niji kvercetinu.
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Slika 8. VM1 i PVM1 u strukturama a) HSA (2BXD), i b) BSA (40R0). Na obje strukture oznaden je Trp214/213 na
ulazu u VM1. U strukturi 40R0 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 40R0 uklonjeni su B-lanci i molekule vode te ligandi varfarin t;.
naproksen. U grafickom sucelju ADT dodani su atomi vodika, odredeni Gasteigerovi parcijalni
atomski naboji (Gasteiger i Marsili 1980) i tipovi atoma.

U ovom radu, molekulsko uklapanje provedeno je u prosSireno VM1 (PVM1) koje uz VM1
ukljuCuje i 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 kao 3D mreZa tocaka sa sredistem u
tocki s koordinatama (4,-11,3) smjeStenom izmedu mjesta vezanja varfarina i Trp214.
Veli¢ina mreze je bila odredena sa 60x60x80 tocaka s razmakom 0.375 A, $to odgovara
volumenu od (22.5 * 22.5*%30.0) A3, tj. 15187.5 A3 (Slike 1i 9).
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U BSA su polozaj i veli¢ina podrucja za izraCunavanje 3D mreZe u programu AD odredeni tako
da se najbolje poklapaju s mrezom definiranom u HSA (slika 9). Da bi se to postiglo bilo je
potrebno koristiti veéi broj tocaka, 60x70x80 (s koordinatama sredista -5, 28, 103), odnosno
podru¢je od (22.5%26.25*30.0) A3, tj. 17718.8 A3.

3D mreze na zadanom podrucju za svaki od tipova atoma liganada izraCunate su pomocu
programa AutoGrid (Kitchen i sur. 2004).

Slika 9. PVM1 u strukturama a) HSA i b) BSA, definirana za izracunavanje 3D mreZza tj. molekulsko uklapanje
promatranih molekula.

Pri molekulskom uklapanju strukture proteina tretirane su kao rigidne. To znacdi da nije
dozvoljena rotacija veza njihovih aminokiselinskih bocnih ogranaka prilikom simulacije
vezanja. Za uklapanje svakog spoja u SA koristen je broj od 100 ciklusa LGA, tj. generirano je
100 konformacija po spoju. Vrijednosti za sve ostale algoritamske parametre koriSteni su
kako su originalno zadani u programu: veli¢ina populacije 150, maksimalni broj procjena
energije uklapanja 2500000 i maksimalni broj generacija 27000. Stopa genetske mutacije bila
je 0.02, a stopa krosingovera 0.8, uz jednu jedinku koja automatski preZivljava u novoj
generaciji. Rezultat molekulskog uklapanja AutoDockom je bilo 100 veznih konformacija,
poredanih po rastucoj energiji vezanja te grupiranih s obzirom na medusobnu sli¢nost,
definiranu s vrijednosti kvadratnog korijena prosje¢nog korijena devijacije oko srednje
vrijednosti molekulskih koordinata, RMSD (eng. Root Mean Square Deviation) od 2.0 A. Svaki
klaster odgovara jednom predvidenom nacdinu vezanja, a prezentiran je veznom
konformacijom s najnizom energijom 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 s razli¢itim afinitetom vezanja za SA, ukljucujuci varfarin i
naproksen, za "kalibraciju" modela za molekulsko uklapanje u PVM1 (slika 10) (Valko i sur.
2003). Uklapanjem ovih spojeva u strukture 2BXD i 40RO, istrazen je utjecaj pocetnih
struktura i parcijalnih atomskih naboja (parc. at. naboja) na predvidanje nacina vezanja i
energija vezanja.

2) Skup od 30 struktura kvercetina i njegovih metabolita, odabranih prema zastupljenosti u
ljudskoj plazmi (poglavlje 1.1.3.1.), ukljucujuéi razli¢éita deprotonacijska 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.), ukljucujudi razli¢ita deprotonacijska stanja (slika 12).
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Slika 10. 2D strukture poznatih lijekova koristene za kalibraciju modela za molekulsko uklapanje u SA
AutoDockom.

Pocetne 3D strukture proucavanih polifenolnih spojeva i njihovih metabolita generirane su iz
zapisa SMILES pomodéu tri programa: Marvin (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 odreden je opcijom Conformations-Conformers,
geometrijskom optimizacijom uz upotrebu Dreidingovog polja sila (Mayo i sur. 1990), uz
prethodno dodavanje atoma vodika i odredivanje konformera s najnizom energijom.
Koristene su programske postavke svih racunalnih parametara ukljucujuéi postavku
Hyperfine koja povecava preciznost ukljucivanjem veceg broja iteracijskih koraka u racunanje
najpovoljnije konformacije. Strukture su unesene u AD u formatu mol2.
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Slika 11. 2D strukture kvercetina i njegovih metabolita, ukljucujudi razlicita deprotonacijska i dvostruko
oksidirana stanja proucavana u ovom radu. Strukture su podijeljene na one bez metabolickih 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, odredenih za pojedine tipove
atoma i fragmente na temelju eksperimentalnih podataka (Sadowski i sur. 1994). Za
prstenaste strukture primjenjuje se zaseban pristup baziran na koristenju tablica
konformacija koje omogucuju zatvaranje prstena. Za neprstenaste fragmente i molekule
koristi se princip 'najduljeg puta', s maksimalno izduZzenim lancima s torzijskim kutovima u
trans konfiguraciji (ukoliko nije drugacije specificirano). Na kraju se provjeravaju nevezna
intramolekulska preklapanja i kontakti prstenastih i neprstenastih dijelova i takve interakcije
se uklanjaju rotacijom oko jednostrukih veza ili promjenom torzijskih kutova. 3D koordinate
struktura generirane pomocu programa CORINA preuzete su iz internetske aplikacije u
formatu mol, te su pomocu programa Marvin spremljene u format mol2 kako bi se mogle
unijeti u AD.
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Slika 12. 2D Strukture katehina i njihovih metabolita, ukljucujudi razli¢ita deprotonacijska i dvostruko oksidirana
stanja, Cije je molekulsko uklapanje proucavano u ovom radu. Strukture su podijeljene na one bez metabolickih
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 i sur. 2011). Za odredivanje 3D struktura prstenastih molekula koriste se modeli
konformacija za poznate prstenaste strukture, koji se pretrazuju pomodu iterativnog
algoritma. Prilikom odredivanja tipova atoma provjerava se aromati¢nost prstenaste
strukture s (4n+2) m-elektrona. Zadnji korak u odredivanju 3D konformera je minimizacija
koriStenjem jednog od polja sila. Strukture liganada u ovom radu generirane su uz primjenu
standardnog polja sila u programu OB — MMFF94. Koordinate su spremljene u PDB formatu
u slucaju testnih molekula, a u mol2 formatu u slu¢aju molekula metabolita.
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Parc. at. naboji izraCunati su programima Marvin, OB ili AD i njihov utjecaj na rezultate
molekulskog uklapanja programom AD je detaljno istrazen u ovom radu.
Pocetne konformacije iz tri programa medusobno su usporedene racunanjem RMSD izmedu

x,y,z koordinata (u A) pomocu funkcije Pair Fitting u programu PyMol (The PyMOL Molecular
Graphics System, Version 1.8 Schrédinger, LLC.).
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3. REZULTATI

3.1. Analiza veznog mjesta 1 HSA i BSA pomocu programa MOLE

U programu MOLE odredeni su tuneli u PVYM1 u strukturama HSA 1A06 (apo) i 2BXD, te
strukturama BSA 4F5S (apo) i 40R0. Na slici 13 prikazan je tunel koji odgovara srediSnjoj
Supljini VM1. Duljine i izracunata fizikalno-kemijska svojstva tih tunela usporedeni su u tablici
2. Dijagrami radijusa tunela u ovisnosti o udaljenosti od njegove pocetne tocke prikazani su

na slici 14).
—~

“i:)
TYRlﬂL

ISZQ!

ARGZ

Slika 13. Najkraci tuneli u VM1 izraCunati programom MOLE u strukturama HSA 1A06 (apo) i 2BXD, te
strukturama BSA 4F5S (apo) i 40R0 za rubne tocke zadane poloZajima aminokiselinskih ostataka
Arg257(HSA)/256(BSA), Tyr150/149, His242/241, Ala291/290, Trp214/213.

Tablica 2. Duljina i fizikalno-kemijska svojstva tunela koji odgovara unutrasnjoj Supljini VM1 u
strukturama SA.

HSA BSA

1A06 2BXD 4F5S 40R0

Duljina (A) 11.04 9.04 7.51 9.93
Naboj 4 4 3 3

Hidropatija -2.26 -2.17 -2.09 -2.22

Hidrofobnost 0 0.29 0.01 -0.03

Polarnost 31.65 32.61 30.36 29.62
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Slika 14. Dijagrami Sirina tunela VM1 u odnosu na udaljenost od pocetne tocke u unutrasnjosti tog veznog

mjesta zadane poloZajima pet aminokiselinskih ostataka (slika 13).

3.2. Usporedba ADME svojstava polifenola i njihovih metabolita pomocu
programa VolSurf+ i analize glavnih komponenti

Molekulska svojstva koja najvise pridonose razlici svojstava ADME promatranih polifenolnih
aglikona i njihovih metabolita odredena su pomoc¢u metode PCA i deskriptora izracunatih u
programu VolSurf+. Provodenjem metode PCA za kvercetin i katehine zelenog caja, te
njihove metabolite i derivate (slike 11 i 12), na skupu od svih 128 VolSurfovih deskriptora,
kao i raznim podskupovima odabranih deskriptora, kao najrelevantniji, s najve¢im
doprinosom u glavnim komponentama i jasnim interpretacijskim znacenjem (tablica 3),
odabrano je 12 deskriptora: molekulska masa (MW), ukupan broj nabijenih atoma (NCC),
polarna i hidrofobna povrsina (PSA i HSA), topljivost (SOLY), difuzivnost (DIFF), particijski
koeficijent izmedu oktanola i vode (logP), distribucijski koeficijent pri pH= 7.5 (logD7.s)
izmedu oktanola i vode, postotak vezanja na proteine plazme (PB), permeabilnost kroz
membrane modelnih stanica epitelnog kolorektalnog adenokarcinoma (CACO2), logaritam
permeabilnosti kroz krvno-moZzdanu barijeru (LgBB) i volumen distribucije (VD) (slike 15 i 16).
Prve dvije, najznacajnije glavne komponente PC1 i PC2 pripadnog PCA-modela izgradene od
ovih 12 deskriptora, opisuju 82.3 % ukupne varijance za dani skup kvercetina i njegovih 29
derivata (tablica 3). Skup je grupiran u cetiri skupine (slika 15 a) s obzirom na specifi¢na
svojstva (slika 15 b). Srednje vrijednosti odabranih deskriptora za skup kvercetina i njegovih
derivata usporedene su u tablici 4.

Sli¢éno, za skup 20 katehina - EGCG, EGC i EC i njihove metabolite, model PCA dobiven s istim
deskriptorima, opisivao je 85.3 % varijance (tablica 3, slika 16).

Tablica 3. Statisticki parametri za modele PCA s pet glavnih komponentni odredeni pomocu programa
VolSurf+.

Skup, Broj molekula Broj Ukupni % objasnjene R?>sasvih 5
deskriptora varijance R* s PC1+PC2 PC

Kvercetin N =30 12 82.3 96.0

EGCG,EGC,ECN =20 12 85.3 95.4
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Slika 15. PCA model (tablica 3) za kvercetin i njegove metabolite. a) Raspodjela kvercetina (crvena) i njegovih
metabolita (anioni i metil-kvercetini — Zuta, kvinoni — plava, sulfati — zelena, glukuronidi — svijetlo ruZi¢asta) u
prostoru glavnih komponenti PC1 i PC2 (engl. score plot). b) Raspodjela molekulskih deskriptora u prostoru PC1
- PC2 (engl. loadings plot). Znacenje deskriptora je opisano u tekstu.
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Slika 16. Dijagrami (a) score i (b) loadings za model PCA za 20 katehinskih derivata (tablica 3)— EGCG (zelena),
EGC (Zuta), EC ( svijetlo ruZi¢asta) i njihove metabolite, ukljucujuéi valerolaktone (bijela), izgraden pomocu 12
jednakih deskriptora kao i za skup kvercetina (slika 15).
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Tablica 4. Srednje vrijednosti nekih VolSurfovih deskriptora za kvercetin i njegove derivate.

Spoj MW [ NCC | DIFF | logP | PSA HSA | SOLY | CACO2 PB LgBB
KVERCETIN 302.2 |1 0.0 | 0.8 2.1 | 1286 | 2718 | -2.4 -0.9 222{ -3.0
ANIONI 4'-0- i

7-0- 301.2 | 1.0 | 0.8 2.1 | 1314 | 2683 | -2.2 -1.0 45.7 -2.8
KVERCETINA

zYINONI ot 300.2 | 0.0 | 0.8 24 | 122.2 | 270.7 | -3.3 -0.9 53.7 -2.2
METIL-ETERI 3154 ) 0.6 | 0.7 2.3 | 120.7 | 310.3 | -2.8 -0.7 58.6 -2.4
SULFATI 380.3 | 1.5 | 0.6 0.3 | 176.7 | 289.4 | -1.2 -1.6 32.3 -3.3
GLUKURONIDI | 479.0 [ 1.3 | 0.4 | 0.04 | 2375 | 339.1 | -2.4 -2.5 25.2 -4.2

# Prva/druga vrijednost je predvidena za strukturu kvercetina bez/s intramolekulske H-veze izmedu dviju
kateholnih grupa na prstenu B. Za varfarin, previden PB% je bio 61.7%.

3.3. Molekulsko uklapanje varfarina i ostalih testnih spojeva u HSA

Utjecaj pocetnih konformacija i parc. at. naboja na rezultate molekulskog uklapanja
AutoDockom je detaljno istrazen na skupu testnih molekula liganada te na skupu kvercetina i
njegovih derivata. Skup od 16 testnih molekula je ukljucivao i varfarin (R- i S-enantiomer) —
ligand u strukturi HSA 2BXD, i S-naproksen — ligand u strukturi BSA 40R0. Pocetne strukture
testnih molekula liganada bile su pripremljene u tri programa: Marvin, CORINA i OB. Za
strukture generirane programima Marvin i CORINA parc. at. naboji su bili izra¢unati
programom Marvin, dok su za strukture iz programa OB parc. naboji bili izracunati
AutoDockom.

3.3.1. Analiza rezultata

Prilikom analiziranja rezultata molekulskog uklapanja u grafickom sucelju ADT i odabiru
reprezentativnog nacina vezanja promatranih molekula u SA koriStena su dva kriterija. Prvi
kriterij bio je energijski. Sto je energija vezanja niZa, nadin vezanja, poloZaj i interakcija vezne
konformacije liganda u veznom mjestu su povoljniji. Drugi kriterij se temeljio na
zastupljenosti (velicini klastera) previdenog nacina vezanja u ukupnom broju generiranih
veznih konformacija. Sto je broj konformacija u klasteru za zadani RMSD veéi, moie se
ocekivati da je predvideni nacin vezanja vjerojatniji. To se mozZe razumjeti ako se uzme u
obzir nacin na koji AD predvida nacin vezanja. On koristi stohasticku metodu, sto znaci da
pretrazuje konformacijski prostor nasumicno generirajuci vezne konformacije liganda u VM
(slika 5). Nasumi¢nim promjenama u konformaciji i polozaju liganda, prevladavaju se
energetske barijere i povecava vjerojatnost pronalaska globalnog minimuma. Moze se
pretpostaviti da je broj mogucih konformacija koje vode ka globalnom minimumu vedéi od
broja konformacija koje vode nekom od lokalnih minimuma (Shortle i sur. 1998). Dakle,
velicina klastera moZe se uzeti kao mjerilo vjerojatnosti da se pripadni vezni polozaj i
konformacija nalaze blize globalnom minimumu, odnosno stvarnoj strukturi kompleksa.
Stoga je kao reprezentativan nacina vezanja za svaki spoj opcenito odabran onaj
najzastupljeniji. Za vedinu testnih molekula on je odgovarao prvom klasteru tj. nacinu
vezanja s najnizom predvidenom energijom vezanja. U slu¢ajevima kada je razlika u broju
konformacija najzastupljenijeg i energetski najpovoljnijeg nacina vezanja bila mala, tada je
kao reprezentativan odabran energetski najpovoljniji (tablica 5).
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Tablica 5. Eksperimentalno odredeni postotci vezanja testnih molekula na HSA (% HSA) i

2BXD, za pocetne 3D strukture odredene s tri programa.

rezultati njihovog molekulskog uklapanja u PVM1 strukture HSA

Marvin CORINA OB
lonizacijsko Vezno mjesto E, / E, / E, /

Testni spoj stanje % HSA® u HSA® Referencaza VM | kcal/mol © | kcal/mol ¢ | kcal/mol °
R-varfarin anion 99.2 VM1 Petitpas i sur. 2001 -9.39 (89%; 2) -9.32(62%;3) | -9.77 (*67%; 3)
S-varfarin anion VM1 Petitpas i sur. 2001 -9.2 (73%; 3) -8.73 (100%; 1) | -8.76 (46%; 4)
Indometacin anion 99 VM1l Ghuman i sur. 2005 -9.26 (76%; 2) -9.12 (92%; 4) | -9.09 (*80%; 4)
Piroksikam anion 99.3 VM1l Trnavska i sur. 1984 -9.26 (68%;4) -9.29 (79%; 4) | -7.86 (*72%;5)
Ciprofloksacin amfipasko 44.9 VM1 Varshneyisur. 2014 | -10.0 (100%;1) | -9.94 (100%;1) | -8.71 (100%; 1)
Trimetoprim kation 44.0 VM1 Dengi sur. 2013 -7.13 (*46%; 11) |-7.22 (**27%; 14)| -7.12 (31%; 12)
Salicilna kiselina anion 98.1 VM1iVM3 Yang i sur. 2007 -5.17 (*91%;3) | -5.17 (*49%;5) | -4.87 (100%; 1)
S-oksazepam neutralno 99.4 VM2 Boudinotisur. 1985 | -7.88 (100%;1) | -7.91 (100%; 1) | -7.42 (100%; 1)
S-oksazepam- 11.38 (**15%:

,p anion 96.2 VM2 Boudinot i sur. 1985 11.38 (**15%; -10.02 (39%; 18) | -9.05 (45%; 11)
glukuronid 20)
R-oksazepam- .

. anion 75.1 N/A -11.38 (25%; 13) | -11.29 (49%; 10) |-8.84 (*54%; 12)
glukuronid
R-ketoprofen anion 99.9 VM2 Macigzek-Jurczyk 2014 -8.45 (**36%;4) | -8.39 (51%; 7) -8.2 (73%; 5)
S-ibuprofen anion 99 VM2 Sudlow i sur. 1976 -6.49 (83%; 4) -6.37 (81%;5) | -6.32 (94%; 4)
Karbamazepin neutralno 75.0 VM2 Kim i sur. 2005 -7.59 (93%;4) | -7.88(100%;1) | -6.98 (100%; 1)
S-naproksen anion 99.7 VM3 Lejon i sur. 2008 -7.63 (99%; 2) -7.57 (96%;2) |-7.37 (100%; 1)

. Procjep izmedu o
. . kation 33.3 . Hein i sur. 2010 -6.64 (**14%; 12)| -6.78 (30%; 10) | -5.83 (78%;7)

Lidokain domenali3
Acetaminofen neutralno 0 -5.1(*83%; 7) |-5.04 (**24%; 12)| -4.73 (86%; 6)

2 |z Valko i sur. (2003). ® Za oksazepam-R-glukuronid VM je nepoznato. ¢ (Postotak veznih konformacija uklju¢enih u dani klaster; ukupan broj predvidenih nadina vezanja).
*Nacini vezanja koji ne odgovaraju energetski najpovoljnijem klasteru. **Kada je razlika u broju konformacija najzastupljenijeg i energetski najpovoljnijeg poloZaja bila mala,
tada je kao reprezentativan odabran poloZaj s niZom energijom vezanja. Energije vezanja za najpovoljniji nacin vezanja su: -9.87 kcal/mol za OB R-varfarin; -9.18 kcal/mol za
OB indometacin; -8.54 kcal/mol za OB piroksikam; -7.52 kcal/mol za Marvin trimetoprim; -5.93 kcal/mol za Marvin salicilnu kiselinu, -6.0 kcal/mol za CORINA salicilnu
kiselinu; -10.17 kcal/mol za OB R-oksazepam-glukuronid, -5.49 kcal/mol za Marvin acetaminofen.
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Energija vezanja najzastupljenijeg nacina vezanja je uvijek bila usporedena s onom
najpovoljnijom prvog nacina vezanja. Vrijednost od ~1 kcal/mol odabrana je kao prihvatljiva
vrijednost razlike energija vezanja pri odabiru najzastupljenijeg klastera, jer je i) priblizno
jednaka prosjecnoj translacijskoj energiji pri 25°C, ii) priblizno odgovara maksimalnoj razlici u
energiji vezanja izmedu energija vezanja predvidenih za tri ulazne konformacije svih 16
testnih spojeva te iii) ta je vrijednost u skladu s razlikom u predvidenim energijama vezanja
za spojeve koji se jako i slabije vezu u VM1 (tablica 5).

3.3.2. Utjecaj pocetnih struktura na rezultate molekulskog uklapanja za varfarin

Za R-varfarin je generirano 8 pocetnih konformacija (poglavlje 2.3.4.), 6 programom Marvin
te po jedna programom CORINA (parc. at. naboji na atomima kisika (slika 10): 01,-0.25; 02,-
0.43; 04,-0.36) i OB (01,-0.27; 02,-0.26; 04,-0.29). Sest konformacija iz programa Marvin
bile su: M1 (01,-0.25; 02,-0.43; 04,-0.36) s negativnim nabojem "lokaliziranim" na atomu 4-
O; M1' s inverznom orijentacijom supstituenata na 4-C atomu u odnosu na M1; M1* (0O1,-
0.27; 02,-0.26; 04,-0.19) s identicnom konformacijom kao M1, ali s Gasteigerovim nabojima
izraCunati u programu AD; M2 (01,-0.14; 02,-0.25; 04,-0.29) s delokaliziranim negativnim
nabojem definiranim ru¢nom aromatizacijom veza u pironskom prstenu prije optimiranja
strukture; M2' — inverzna M2; M3 (01,-0.15; 02,-0.25; 04,-0.28; H4,+0.28) - struktura
neutralnog R-varfarina.

Strukture M1 te M1*, M2' i M3 imale su suprotnu orijentaciju fenilnog i 3-oksobutilnog
supstituenta na R-ugljikovom atomu 11-C od one u kristalografskom varfarinu, dok su
strukture M1' i M2 te one iz programa CORINA i OB imale istu orijentaciju, Sto je vidljivo iz
vrijednosti RMSD pri usporedbi tih struktura (tablica 6).

Programi Marvin i CORINA generirali su planarne strukture s konjugiranom dvostrukom
vezom C3=C4. Program OB je generirao strukturu s neplanarnim pironskim prstenom C i
esterskom vezom, te lokaliziranom dvostrukom vezom C3=C4. Medutim, unatoc
neplanarnosti i nearomaticnosti, predvidene duljine veza u pironskom dijelu strukture OB
bile su najsli¢nije eksperimentalnim duljinama veza R-varfarina iz 2BXD.

Prema rezultatima molekulskog uklapanja za R-varfarin, broj generiranih klastera t;j.
predvidenih nacina vezanja ovisio je o pocetnoj konformaciji tj. orijentaciji supstituenata na
atomu 4-C, dok su predvidene energije vezanja ovisile uglavnhom o ukupnom naboju i parc.
at. nabojima (npr. M1 vs. M3, te M1 vs. M2') (slika 17).
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Slika 17. Raspodjela veznih konformacija i pripadne vezne energije za nacine vezanja (klastere) predvidene
uklapanjem pocetnih struktura R-varfarina iz programa Marvin: M1, M1', M2, M2', M3 i M1%*, te programa
CORINA i OB, u PVYM1 HSA. Va i Vb su nacini vezanja koji odgovaraju kristalografskom nacinu vezanja varfarina,
s istom ili suprotnom orijentacijom prstena A/C kao u strukturi 2BXD. vn1 i vn4 su oznaceni prema nacinima
vezanja predvidenim za neutralnu strukturu R-varfarina klasterima 1i 4 (Slika 19).
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Tablica 6. Usporedba slicnosti pocetnih konformacija izracunatih pomocéu programa Marvin, CORINA i
OB preko parametra RMSD (u A) izra¢unatog programom PyMol.

Kalibracijska RMSD izmedu dvije strukture
struktura Marvin-OB Marvin-CORINA | CORINA-OB
R-varfarin 1.327 1.617 0.932
S-varfarin 0.873 0.855 0.71
Indometacin 1.474 0.838 0.942
Piroksikam 0.575 1.300 1.377
Ciprofloksacin 0.446 0.633 0.382
Trimetoprim 1.646 0.603 1.466
Salicilna kiselina 0.032 0.028 0.027
S-oksazepam 1.454 0.233 1.546
S-oksazepam-

glukuronid 1.197 2.546 2.589
R-oksazepam-

glukuronid 0.524 1.387 1.119
R-ketoprofen 0.133 1.588 1.719
S-ibuprofen 0.463 0.535 0.168
Karbamazepin 0.846 0.114 0.553
S-naproksen 0.417 1.061 1.114
Lidokain 1.043 0.721 1.290
Acetaminofen 0.076 0.177 0.207

Za strukturu M1, nacin vezanja s najnizom energijom od -9.39 kcal/mol bio je ujedno i
najnapuceniji s 89% svih veznih konformacija (slika 17). Medutim, razlikovao se znacajno od
kristalografskog nacina vezanja (slike 6 i 18 a), s RMSD od 5.07 A. U tom nacinu vezanja
varfarin je smjesten na ulazu u VM1 i njegov negativno nabijeni atom 4-O~ ostvaruje vezu s
pozivno nabijenom amonijevom skupinom NHs* Lys199, dok laktonski kisikovi atomi
ostvaruju H-veze s Arg222 i slabe interakcije s karbonilnom skupinom iz okosnice Ala291. 3-
okso skupina tvori H-vezu s Tyr150.

Drugi nacin vezanja s veznom energijom -8.87 kcal/mol i 11% veznih konformacija (slika 17)
te s RMSD u odnosu na kristalografski nacin vezanja 4.98 A, polozajem je odgovarao nacinu
vezanja u kristalografskoj strukturi 2BXD, ali je imao suprotnu orijentaciju kumarinskog
prstena (slika 18 b). Takav nacin vezanja je u ovom diplomskog radu oznacen kao Vb. U
nacinu vezanja Vb, interakcija varfarina s OH grupom Tyr150 je ostvarena preko kisika 1-O
umjesto kisika 4-O~ kao u strukturi 2BXD. Atom 4-O~ preferentno ostvaruje interakciju s
imidazolnom skupinom Arg222, dok okso atomi ostvaruju H-veze s NH3* skupinom Lys199.
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Slika 18. Nacini vezanja predvideni uklapanjem strukture M1 u strukturu HSA 2BXD, koji odgovaraju a) prvom i
b) drugom klasteru (Vb) veznih konformacija (slika 17). H-veze izmedu aminokiselina i varfarina u veznom
mjestu prikazane su zelenim tockama. R-varfarin iz kristalografske strukture 2BXD je oznacen ruZicasto.

Za strukturu M2 su predvidena Cetiri nacCina vezanja (slika 17). Prvi je odgovarao jednakom
nainu vezanja kao i u slucaju struktura M1 i M1' (slika 18 a). Medutim, zbog razli¢itih
vrijednosti parc. at. naboja u odnosu na strukture M1 i M1', njegova energija vezanja bila je
nepovoljnija (-8.73 kcal/mol) i bio je zastupljen sa svega 20% generiranih konformacija (slika
17, tablica 7). Najzastupljeniji nacin vezanja za M2 bio je drugi klaster s 50% veznih
konformacija i samo s AG = 0.1 kcal/mol viSom energijom vezanja u odnosu na prvi klaster.
On je po smjestaju i orijentaciji 2-kromanonske jezgre odgovarao kristalografskom nacinu
vezanja varfarina u strukturi kompleksa 2BXD i oznacen je kao Va u ovom radu.

Tablica 7. Doprinosi pojedinih ¢lanova (jednadzba 2) ukupnoj energiji vezanja (u kcal/mol), za nacine
vezanja predvidene za anionske ulazne strukture R-varfarina M1, M1*, M2 te neutralnu strukturu M3
u VM1 HSA.

Struktura M1 M1* M2 M3
Nacin vezanja 1 2% 1 2% 1 2%* 3 4* 2 3
% zastupljenosti 89 11 68 31 20 50 19 11 41 46
energija vezanja -9.39 -8.87 -8.83 -8.62 -8.73 -8.65 -8.64 -8.44 -8.35 -8.32
intermolekulska

energija -10.59 | -10.06 -10.03 -9.81 -9.92 -9.84 -9.83 -9.68 -9.84 -9.81
vdw, desolv. i

energija H-veza -9.8 -9.38 -9.77 -9.5 -9.61 -9.26 -9.5 -9.33 -9.52 -9.5
elektrostatska

energija -0.79 -0.69 -0.26 -0.31 -0.32 -0.58 -0.33 -0.35 -0.33 -0.31

* Nacin vezanja koji polozajem odgovara onom u kristalografskoj strukturi 2BXD (Vb)
** Nacin vezanja koji odgovara onom u kristalografskoj strukturi i orijentacijom kumarinskog prstena (Va)

Za neutralnu strukturu M3 dobiveni su razli¢iti rezultati od onih za anionske strukture.
Predvideno je Sest nacina vezanja (slika 17). Kao energijski najpovoljnije mjesto vezanja (-
9.11 kcal/mol), predviden je sredisnji procjep izmedu domena Il i lll ispred ulaza u VM1, u
kojem varfarin ostvaruje m-m interakcije s Trp214, H-vezu sa Ser202 preko 4-OH, i niz van der
Waalsovih interakcija s okolnim hidrofobnim aminokiselinama (slika 19 a). Taj nacin vezanja
bio je zastupljen sa svega 3% veznih konformacija (slika 17). U ovom radu on je oznacen kao
vnl.

Najzastupljeniji nacini vezanja - drugi i tredi, svaki s ~42% veznih konformacija, odgovarali su
energijski najpovoljnijem nacinu vezanja anionskih struktura. Medusobno su se razlikovali po
smjestaju supstituenata na atomu 11-C u VM1. No interakcije ostvarene u oba ova vezna
nacina bile su energijski ekvivalentne (tablica 7).
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Cetvrti na¢in vezanja neutralnog varfarina M3, u kojem kromanonski atomi 1-O i 2-O tvore
H-veze s Tyr150 i Arg257 i His242, 4-OH grupa H-vezu s His242 i fenilni prsten m-kationsku
interakciju s Lys199 (slika 19 b), je u radu oznacen kao vn4. lako je za neutralni varfarin
predstavljen sa samo 2% veznih konformacija, on je odreden kao nacin vezanja kvercetina u
PVM1 albumina HSA (poglavlje 3.4.2.1.). Tek je nalin vezanja 5, sa svega 5% predvidenih
veznih konformacija, odgovarao kristalografskom nacinu vezanja varfarina s obrnutim
polozajem kromanonske jezgre, Vb, i imao je znatno nepovoljniju energiju vezanja od
anionskih struktura.
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Slika 19. Nacini vezanja predvideni uklapanjem strukture M3 u strukturu HSA 2BXD, koji odgovaraju a) prvom
(vnl1) i b) Cetvrtom klasteru veznih konformacija (vn4, slika 17).

Od svih pocetnih struktura izracunatih potpuno prema izvornim postavkama triju programa,
kristalografski nacin vezanja jedino je bio reproduciran s po¢etnom strukturom 4-O~ aniona
generiranom programom OB i nabojima iz programa AD, unatoC nerealnoj neplanarnosti
kumarinskog prstena te strukture. Prvi klaster (-9.87 kcal/mol) s 24% veznih konformacija
(slika 17) odgovarao je analognom prvom veznom nacinu predvidenom za ostale anionske
strukture. Medutim, drugi nacin vezanja, koji je odgovarao potpuno onom kristalografskom,
Va, bio je najzastupljeniji sa 67% svih veznih konformacija, i nestabilniji u odnosu na prvi
klaster za samo 0.1 kcal/mol (slika 17).

Tri poCetne konformacije S-varfarina generirane razli¢itim programima bile su medusobno
sliénije nego u slu¢aju R-enantiomera, s vrijednostima RMSD manjim od 1 A (tablica 6). U sve
tri strukture orijentacija supstituenata na atomu 11-C odgovarala je onoj iz kristalografske
strukture 2BXD. Sukladno tome, racunima molekulskog uklapanja, za razliku od R-
enantiomera, za sve tri pocetne anionske konformacije S-varfarina iz programa Marvin
(analogna strukturi M1 R-varfarina), CORINA i OB, u najzastupljenijem nalinu vezanja S-
varfarin je bio vezan na mjesto kristalografskog varfarina u 2BXD na nacin Vb. Za pocetne
konformacije iz programa Marvin i CORINA ovaj nacin vezanja bio je ujedno i energetski
najpovoljniji. Za strukturu iz programa OB s neplanarnim pironskim prstenom, ovaj nacin
vezanja bio je zastupljen s 46% konformacija i za samo 0.14 kcal/mol je bio nepovoljniji od
energetski najpovoljnijeg nacina vezanja, zastupljenog s 32% konformacija.
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3.3.3 Utjecaj pocetnih struktura na rezultate molekulskog uklapanja ostalih testnih
spojeva

Rezultati dobiveni molekulskim uklapanjem testnih molekula u strukturu ljudskog albumina
2BXD prikazani su u tablici 5.

Za vecinu testnih spojeva, pocetne 3D konformacije izracunate s tri programa, bile su dosta
sliéne (tablica 6). RMSD vrijednosti su bile opéenito manje od 2 A i rasle su s veli¢inom
molekule. Koeficijent linearne korelacije srednje vrijednosti triju vrijednosti RMSD i relativne
molekulske mase za skup od 16 spojeva iz tablice 6 je r= 0.75.

Za sve testne spojeve polozaj vezanja predviden uklapanjem u PVM1 je odgovarao
varfarinskom mjestu vezanja VM1. Za vedinu testnih molekula razlike u pocetnim
konformacijama odrazile su se neznatno na vrijednosti energija vezanja i zastupljenost
predvidenih nacina vezanja (tablica 5). Dakle, predvideni nacin vezanja je bio dosta neovisan
o pocetnoj strukturi i izracunatim parc. at. nabojima. Medutim, u nekim slu¢ajevima, npr. za
piroksikam i ciprofloksacin, koji su se razlikovali u vrijednostima parc. at. naboja, posebno na
heteroatomima (atomi O, N i S) izraCunatim programom Marvin za strukture iz programa
Marvin i CORINA ili programom AD za strukture iz programa OB, unato¢ analognom nacinu
vezanja, procijenjene energije vezanja bile su znacajno razlicite.

3.4. Molekulsko uklapanje kvercetina i njegovih metabolita u HSA

U ovom diplomskom radu, nacin i afinitet vezanja u PVM1 albumina odreden je za kvercetin
(K) i njegovih 29 derivata (slika 11): anione nastale deprotoniranjem 4'-OH ili 7-OH grupe (pH
> 7, K-4'-A i K-7-A) (Stepani¢ i sur. 2013), konacne produkte dvostruke oksidacije orto (o) i
para (p) kvinone (K-o- i K-p-kvinon) (Amié i sur. 2014), najzastupljenije metabolite u krvi
nastale metilacijom, sulfatacijom i glukuronidacijom te njihove deprotonirane oblike (Day i
sur. 2001, Mullen i sur. 2006, Lee i sur. 2012). U skraéenom oznacavanju istrazivanih
molekula, naznaceno je mjesto supstitucije (slike 1 i 11) i deprotonacije (A - anion). Tako npr.
K-3-OSulf-7-A oznacuje dvostruki anion kvercetina s negativno nabijenom SOs~ grupom
vezanom na atom 3-0 i deprotoniranom 7-OH grupom, tj. s grupom 7-O~. U skup je bio
uklju¢en i jedan hibridni metabolit K-3-OG-3'-OMe s glukuronskom grupom vezanom na
atom 3-0 i metilnom na atom 3'-0O.

3.4.1 Utjecaj pocetnih konformacija i parcijalnih atomskih naboja na rezultate
molekulskog uklapanja
Kao i za testne molekule, za svaku od navedenih molekula pocetna struktura je bila
odredena s tri programa. Za vec¢inu molekula, pocetne strukture su bile medusobno sli¢ne
(tablica 8). Prosjecne vrijednosti RMSD za usporedbu struktura iz programa Marvin i CORINA,
Marvin i OB te CORINA i OB bile su 0.851 A, 0.624 A tj. 0.842 A. Najvece razlike, s RMSD
veéim od 2.0 A, primijeéene su za najve¢e proucavane metabolite - glukuronide.
Preklapanjem struktura uocCili smo da su se pocetne strukture najées¢e medusobno
razlikovale u jednoj od sljedecih karakteristika: i) smjestaju fenilnog prstena B i 3'-OH
skupine u odnosu na 4-kromanonski prsten A/C, tj. u veli¢ini torzijskog kuta < (3-C,2-C, 1'-C,
2'-C) (slika 1), i) prostornoj orijentaciji metaboli¢kih supstituenata te iii)
planarnosti/neplanarnosti prstena A/C. Razlike (i) su bile naj¢esce . Razlike (ii) primijecene su
izmedu pocetnih struktura za velike konjugirane metabolite s intramolekulskim H-vezama -
sulfate i glukuronide, i imale su najvedi doprinos vrijednostima RMSD (tablica 8). Deformacija
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pironskog prstena C (iii) uocena je najcesce za strukture generirane programom OB (tablica
8), slitno kao i u slucaju varfarina. Medutim, prsten C je bio odreden kao neplanaran i s
preostala dva programa u slucaju kvinonskih derivata. Kako je u AutoDocku kriterij
odredivanja aromati¢nosti prstena veli¢ina torzijskog kuta koji odreduje planarnost
(maksimalno dopusteno odstupanje od planarnosti za aromaticnost je 7.5°), tip ugljikovih
atoma u tim prstenovima bio je sp? hibridizirani.

Gasteigerovi naboji su za pocetne konformacije bili izraCunati u razli¢itim programima: (1) u
programu Marvin za strukture iz programa Marvin i CORINA, (2) u programu OB za strukture
iz tog programa, te, dodatno, (3) u programu AD za sve tri poCetne strukture.

U tablicama 9 i 10 navedeni su nacini vezanja i pripadne energije vezanja za prvi klaster s
najnizom predvidenom energijom vezanja i klaster predstavljen s najvise generiranih veznih
konformacija dobiveni na Sest nacina.

Tablica 8. Usporedba sli¢nosti pocetnih konformacija izracunatih pomoc¢u 3 programa: Marvin (M),
CORINA (C) i OB preko parametra RMSD.

RMSD medu strukturama nearomaticnost

METABOLIT Marvin-OB  |Marvin-CORINA |CORINA-OB |prsten C |prsten B
kvercetin, K 0.439 0.434 0.634
K-4'-A 0.442 0.439 0.63
K-7-A 0.469 0.436 0.646
K-o-kvinon 0.066 0.669 0.68 C
K-p-kvinon 0.888 0.602 0.664 M,C,0B M
Metil (Me)
K-3'-0-Me 0.409 0.458 0.587
K-3'-0-Me-3-A 0.392 0.613 0.42
K-3'-0-Me-4'-A 0.42 0.463 0.148
K-3'-0-Me-7-A 0.39 0.46 0.164
K-3'-0O-Me-p-kvinon 0.276 0.529 0.289 M,C,0B M
K-4'-0-Me 0.577 0.614 0.12
K-4'-0-Me-3-A 0.141 0.088 0.141
K-4'-0-Me-7-A 0.611 0.095 0.644
Sulfat (Sulf)
K-3-O-Sulf 0.629 0.641 0.566 OB
K-3-0O-Sulf-4'-A 0.706 0.659 0.259 OB
K-3-O-Sulf-7-A 0.674 0.656 0.577 0B
K-3-0-Sulf-o-kvinon 0.651
K-7-O-Sulf 0.429 0.079 0.398
K-7-0O-Sulf-o-kvinon 0.527 0.406 0.607 C
K-7-0-Sulf-p-kvinon 0.475 0.734 0.658 C,0B
K-3'-0-Sulf 0.855 0.53 1.155
K-3'-0-Sulf-3-A 1.485 0.531 1.179
K-3'-O-Sulf-4'-A 1.73 0.529 1.408
K-3'-0-Sulf-7-A 0.353 0.53 0.619
Glukuronid (G)
K-3-0G 2.672 0.306 2.465 OB
K-3-0G-4'-A 2.432 1.156 2.340 OB
K-3-0G-7-A 1.792 2.252 1.471 OB
K-3-0G-0-kvinon 1.216 0.396 1.402 C,0B
K-4'-0G 1.878 0.735 1.667
K-3-0G-3'-0-Me 1.497 2.051 1.877
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Tablica 9. Postotak veznih konformacija (% konf.), nacin i energija vezanja (Ev) za energetski najpovoljniji® i najzastupljeniji nacin
vezanja® odredeni s pogetnim konformacijama iz tri programa (prvi dio imena) i parc. at. nabojima iz dva programa (drugi dio imena).

Marvin_Marvin CORINA_Marvin OB_OB
najpovoljniji najzastupljeniji najpovoljniji najzastupljeniji najpovoljniji najzastupljeniji
% | Nacin E./ % Nacin E/ % Nacin E./ % Nacin E,/ % Nacin E/ % | Nacin E./

METABOLIT konf. | vezanja | kcal/mol | konf. [ vezanja | kcal/mol | konf. | vezanja | kcal/mol | konf. | vezanja | kcal/mol | konf. | vezanja | kcal/mol | konf. | vezanja | kcal /mol
kvercetin. K 13 vnl -9.28 87 vn4 -8.39 4 vnl -8.97 84 vn4 -8.13 3 vnl -9.10 65 vn4d -8.12
K-4'-A 7 vnl -9.05 61 Vb -7.34 2 vnl -8.62 69 Va -7.97 2 vnl -8.98 36 Va -8.11
K-7-A 6 vnl -8.53 37 vs/ob -7.25 3 vnl -7.81 56 | vs/ob -7.28 4 vnl -8.63 29" | vs/ob -7.37
K-o-kvinon 93 vnd -8.3 6 vnl -10.15 87 vn4 -7.96 5 vnl -9.78 66 vn4 -8.17
K-p-kvinon 51 vn4d -8.62 50 vn4 -7.71 87 vn4* -7.82
Metilacija
K-3'-OMe 16 vnl -9.78 22" vn4 -7.97 4 vnl -9.23 76 vn4 -8.11 3 vnl -9.91 61 vn4 -7.94
K-3'-OMe-3-A 9 vnl -9.79 17" vn4 -8.39 84 vnéd -8.75 69 vn4 -8.57
K-3'-OMe-4'-A 8 vnl -9.48 51 Vb -7.87 1 vnl -9.41 36 Va -8.25 1 vnl -9.36 38 Va -8.53
K-3'-OMe-7-A 14 vnl -9.29 50 Vb -6.92 2 vnl -8.53 57 | vs/ob -7.34 3 vnl -9.36 27 | vs/ob -7.07
K-3'-OMe-p-kvinon 67 vn4 -8.29 76 vn4* -8.27 3 n -7.98 50 Vb -7.84
K-4'-OMe 13 vnl -9.0 16" vnéd -8.14 6 vnl -9.37 56 vnéd -8.34 3 vnl -9.56 35 vnéd -8.25
K-4'-OMe-3-A 83 vnd -8.82 54 vnd -8.78 4 vnl -9.61 50 vnd -8.86
K-4'-OMe-7-A 15 vnl -9.2 27 vn4 -7.23 5 vnl -8.81 28 Vb* -7.13 2 vnl -9.19 47 Va* -7.34
Sulfatacija
K-3-OSulf 87 Vb -9.25 97 Vb -9.23 86 Vb -9.49
K-3-OSulf-4'-A 9 Vb* -8.95 35 Vb -8.61 16 Vn4* -8.86 59 Vb -8.62 20 Va -9.17 33 Vb -9.0
K-3-OSulf-7-A 75 Vb -9.42 92 Vb -9.35 89 Vb -9.72
K-3-OSulf-o-kvinon 16 vn4d -9.33 51 Vb -8.74 - - - - - - 1 n -9.61 51 Vb -8.94
K-7-OSulf 5 | vs/ob* -8.91 47 Vb -8.38 2 vs/ob* -9.20 52 | vs/ob -8.99 6 n* -9.14 43 Vb -8.32
K-7-OSulf-o-kvinon 30 Vb -9.18 39 | vs/ob -8.2 96 Vb -8.8 11 Vb -9.22 31 | vs/ob -8.64
K-7-OSulf-p-kvinon 4 | vs/ob* -9.1 54 Vb -8.16 54 Vb -9.63 62 vs/ob -9.26
K-3'-0OSulf 25 Va -9.14 21 Va -9.48 33 vnéd -9.01 25 Va -9.46 32 vnéd -8.76
K-3'-0Sulf-3-A 14 Va -9.64 42 vn4 -9.27 15 Va -9.76 31 vn4d -9.57 28 Va -9.81
K-3'-OSulf-4'-A 37 Vb -9.81 51 Vb -9.97 15 Va -10.17 44 Vb -9.8
K-3'-0Sulf-7-A 39 Va -8.84 34 Va -9.11 30 Va -9.1 44 Vb -8.71
Glukuronidacija
K-3-0G 58 vné4 -9.74 5 Va -9.75 50 vnéd -9.57 3 Va -9.62 48 vnéd -9.41
K-3-0G-4'-A 51 vnd -9.38 7 Va -9.82 43 vn4 -9.43 19 Va -10.09 61 vn4d -9.8
K-3-0G-7-A 26 Va -9.63 18 Va -9.38 24 vn4* -7.66 15 Va -10.03 30 vn4d -8.67
K-3-0G-o0-kvinon 50 vn4 -10.3 11 Va -10.43 46 vn4 -10.31 10 Va -9.99 20 vn4* -9.19
K-4'-0G 21 n -8.02 28 vnéd -7.69 4 n* -7.78 28 n* -7.08 10 n -8.3 15 Va -6.74
K-3-0G-3'-OMe 25 vnd -10.13 47 vn4 -10.13 24 Vb -9.03

2 7a molekule za koje je prvi klaster s najnizom izraunatom energijom vezanja bio i najzastupljeniji, prikazani su rezultati samo za njega. ® Nadini vezanja
Va, Vb, vnl i vn4 su opisani kod slike 17, vs/ob je nacin vezanja predviden za strukturu S-varfarina iz programa OB, a n nacin vezanja u sredisnjem
procjepu, slican nacinu vezanja naproksena u strukturi BSA 40RO (slika 7). U slucaju kada je najzastupljeniji nacin izracunat s >1 kcal/mol visom
energijom od najpovoljnije, naveden je, ako postoji, nacin vezanja zastupljen ve¢im brojem konformacija od prvog, ali s energijom vezanja koja nije visa
za >1 kcal/mol, te je oznaden s “ u % konf. Najzastupljeniji poloZaji za iznimke oznacene s “: K-7-A(OB): 33%,Vb,-6.75 kcal/mol; K-3'-OMe(Marvin):
25%,vs/ob,-7.04 kcal/mol; K-3'-OMe-3A(Marvin): 20%,vs/ob,-7.55; K-4'-OMe(Marvin): 23%, Vb, -6.96 kcal/mol.



Tablica 10. Postotak veznih konformacija, nacin i energija vezanja za energetski najpovoljniji i najzastupljeniji nacini vezanja odredeni s
pocetnim konformacijama iz tri programa (prvi dio imena) i parc. at. nabojima iz programa AD (drugi dio imena).

Marvin_AD CORINA_AD OB_AD
najpovoljniji najzastupljeniji najpovoljniji najzastupljeniji najpovoljniji najzastupljeniji
% | Nacin E./ % | Nacin E./ % | Nacin E,/ % | Nacin E./ % | Nacin E,/ % | Nacin E/
METABOLIT konf.| vezanja [ kcal/mol [konf.| vezanja | kcal /mol | konf. | vezanja | kcal/mol |konf.| vezanja | kcal/mol [konf. | vezanja | kcal /mol | konf. | vezanja | kcal /mol

kvercetin. K 7 vnl -8.09 66 vnéd -7.21 2 vnl -7.81 71 vnéd -7.25 6 vnl -8.2 53 vn4 -7.24
K-4'-A 13 vnl -8.68 82 vn4d -7.37 4 vnl -8.49 86 vn4d -7.44 3 vnl -8.61 70 vn4 -7.19
K-7-A 5 vnl -8.08 79 vn4d -7.63 5 vnl -7.98 75 vn4d -7.62 5 vnl -7.95 43 vn4 -7.46
K-o-kvinon 1 vnl -8.96 74 vnéd -7.54 7 vnl -9.33 89 vnéd -7.33 2 vnl -8.97 71 vnd -7.55
K-p-kvinon 68 vn4 -7.98 30 vn4 -7.35 39 | vn4* -6.8 68 | vna* -7.19
Metilacija
K-3'-OMe 1 vnl -8.06 57 vn4 -7.27 3 vnl -8.48 81 vn4d -7.38 1 vnl -8.91 34 vn4 -7.1
K-3'-OMe-3-A 1 vnl -9.32 81 vn4d -7.83 2 vnl -9.2 76 vn4d -7.9 3 vnl -9.45 60 vn4 -7.63
K-3'-OMe-4'-A 3 vnl -9.36 72 vnéd -7.94 2 vnl -9.3 92 vn4d -8.04 4 vnl -9.32 70 vnd -7.82
K-3'-OMe-7-A 14 vnl -8.76 19" vnéd -7.58 2 vnl -8.6 73 vnéd -7.52 2 vnl -8.69 51 vnd -7.35
K-3'-OMe-p-kvinon| 65 vn4 -7.71 70 | vn4* -7.67 54 Vb -7.33
K-4'-OMe 3 vnl -8.55 27" vnéd -7.43 41 vn4 -7.46 3 vnl -8.53 22" vn4 -7.32
K-4'-OMe-3-A 2 vnl -8.26 43 vn4d -7.94 4 vnl -8.46 39 vn4d -7.94 4 vnl -9.25 46 vn4 -7.91
K-4'-OMe-7-A 31 vn4 -7.72 3 vnl -8.36 42 vn4 -7.71 7 vnl -8.54 29 vn4 -7.39
Sulfatacija
K-3-0Sulf 81 Vb -8.47 85 Vb -8.48 94 Vb -8.72
K-3-OSulf-4'-A 13 n* -8.91 60 Vb -8.5 10 n* -8.69 60 Vb -8.5 6 n* -9.02 78 Vb -8.54
K-3-OSulf-7-A 88 Vb -8.96 91 Vb -9.09 91 Vb -8.91
K-3-OSulf-o-kvinon| 5 n* -8.66 61 Vb -8.24 9 n* -9.11 84 Vb -8.37
K-7-OSulf 31 | vs/ob -8.24 39 | vs/ob* | -7.73 12 | vs/ob -8.63 45 | vs/ob* | -7.65 13 n* -7.88 | 19" | vs/ob -7.44
K-7-OSulf-o-kvinon| 53 | vs/ob* [ -8.65 2 vs/ob -8.64 64 | vs/ob* -7.8 60 | vs/ob -8.34
K-7-OSulf-p-kvinon| 13 | vs/ob -8.75 67 | vs/ob*| -8.29 | 100 | vs/ob -9.08 97 | vs/ob -8.8
K-3'-OSulf 47 Va -8.54 31 Va -8.71 44 Vb -8.39 39 Va -8.9
K-3'-OSulf-3-A 40 Va -9.12 18 Va -9.19 50 Vb -8.85 69 Va -9.14
K-3'-OSulf-4'-A 52 Va -9.25 25 Va -9.21 59 Vb -8.97 22 Va -9.3 54 Vb -8.78
K-3'-OSulf-7-A 45 Va -8.93 36 Va -9.54 39 Vb -8.39 34 Va -9.38 46 Vb -8.35
Glukuronidacija
K-3-0G 15 Va -9.15 37 vn4d -8.11 39 vn4 -8.45 3 Va -8.25 36 vn4 -8.23
K-3-0G-4'-A 50 vn4 -9.11 10 Va -9.34 40 vn4d -9.07 46 vn4d -9.39
K-3-0G-7-A 21 Va -9.47 34 vn4d -8.51 42 vn4d -8.61 17 Va -9.61 56 vnd -8.96
K-3-0G-o-kvinon 27 Va -10.06 | 29 vnéd -9.05 6 Va -9.53 47 vnéd -9.41 7 Va -9.53 13" n* -8.95
K-4'-0G 6 Vb -6.84 15" n -6.33 9 -6.6 26 -6.07 16 n* -7.53
K-3-0G-3'-OMe 36 vn4 -9.15 7 Va -9.05 44 vn4 -8.96 36 Vb -8.15

Oznake kao u tablici 9. Najzastupljeniji poloZaji za iznimke oznacene s “ : K-3'-OMe-7-A(Marvin): 26%,Va,-7.26 kcal/mol; K-4'-OMe(Marvin):
40%,Vb,-6.59 kcal/mol; K-4'0-Glukuronid(Marvin): 18%, preko ulaza s glukuronskom skupinom u VM1, -6.04 kcal/mol; K-4'-OMe(OB): 37%, Vb,
-6.69 kcal/mol; K-7-OSulf(OB): 38%, vs/ob*, -7.29 kcal/mol; K-30-G-o0-kvinon(OB): 19%, vn4*, -8.32 kcal/mol.



U tablici 11 prikazani su pripadni deskriptivni statisticki parametri. U slucaju kad je naboj bio
izracunat AutoDockom, najvece razlike u energijama vezanja za razne pocetne strukture bile
su manje nego kad su parc. at. naboji bili odredeni na razli¢ite nacine. Takoder su prosjecne
razlike izmedu energija vezanja prvog i najzastupljenijeg klastera bile manje kad su naboji
izracunati AutoDockom. Opéenito su medijan i prosje¢ne vrijednosti razlika u energijama bile
oko 1 kcal/mol. Za strukture iz Marvina s parc. at. nabojima iz AutoDocka, prosjecna
vrijednost razlika je iznosila -0.84 kcal/mol, i maksimalne vrijednosti od -1.49 kcal/mol i -1.41
kcal/mol su bile opaZene za anione kvercetina metiliranog na polozaju 3'-0: K-3'-OMe-3-A tj.
K-3'-OMe-4'-A i bile su najmanje maksimalne razlike izmedu Sest upotrijebljenih pristupa.

Tablica 11. Maksimalne vrijednosti te medijan i prosjec¢ne vrijednosti razlika u energijama vezanja
izmedu prvog klastera i klastera s najve¢im brojem predvidenih veznih konformacija, za tri pocCetne
konformacije (prvi dio imena stupca) i razne parc. at. naboje (program s kojim je naboj izraunat je
dan u drugom dijelu imena stupca).

Molekula | Marvin_Marvin | CORINA_Marvin | OB_OB | Marvin_AD | CORINA_AD | OB_AD
Ma!(s. -2.37 -2.19 -2.29 -1.49 -2 -1.81
razlika

Medijan -0.96 -0.68 -0.82 -0.79 -0.56 -1.00
Prosjek -1.12 -0.81 -0.95 -0.84 -0.71 -0.95

U tablicama 12 i 13 usporedeni su parametri molekulskog uklapanja za Sest primijenjenih
inaCica molekulskog uklapanja za nacine vezanja koji su odabrani kao reprezentativni za
promatrane molekule. Odabir reprezentativnog nacina uklapanja bio je analogan onome
odredenom na testnim molekulama (poglavlje 3.3.1). Za vedinu molekula najzastupljeniji
nacin vezanja, ukoliko nije bio energijski najpovoljniji, odgovarao je sljedeéem, tj. drugom
klasteru po energiji kad su parc. naboji bili odredeni AutoDockom (tablica 13). U slucéaju kad
su naboji bili izracunati programom Marvin ili OB, dobiveni su neujednaceniji rezultati
(tablica 12). Tako npr. za anion 7-O kvercetina (K-7-A), predviden nacin vezanja sa svakom
od tri poCetne konformacije i nabojima iz programa AD je bio isti (tzv. vn4) i sa slicnom
energijom vezanja, odgovarao je drugom klasteru i imao je najvise za 0.5 kcal/mol visu
energiju od prvog klastera (tablica 13). Medutim, kad je naboj bio izracunat s programima
Marvin ili OB, najzastupljeniji klaster je bio treci za strukture iz programa Marvin i CORINA i
sedmi za strukturu iz programa OB, dok je predvidena energija vezanja bila veéa od
najpovoljnije u prosjeku za vise od 1 kcal/mol (tablica 12).

Kako bi se procijenilo slaganje izmedu rezultata dobivenih sa Sest razli¢itih inacica uklapanja,
izraCunati su koeficijenti linearne korelacije izmedu ukupnog broja predvidenih klastera,
napucenosti najzastupljenijeg klastera i njihovih veznih energija (Ev) (tablica 14). Linearne
korelacije opazene su izmedu parametara dobivenih sa svih Sest pristupa. Medutim, slaganje
je bilo najbolje izmedu tri pristupa koji su koristili isti algoritam za izracunavanje
Gasteigerovih parc. at. naboja, tj. onaj iz AutoDocka.
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Tablica 12. Ukupni broj odredenih nacina vezanja, tj. klastera, te redni broj, postotak veznih
konformacija i energija vezanja za reprezentativni nacin vezanja odreden s pocetnim konformacijama
iz tri programa.

PAN iz M/OB broj klastera | red, br, najveéeg | % konf, najveéeg | Ev (kcal/mol) najveceg

METABOLIT M C OB M C OB M C (OB M C OB
kvercetin, K 2 7 11 2 2 2 87 84 | 65 -8,39 -8,13 -8,12
K-4'-A 4 8 7 3 2 2 61 69 | 36 -7,34 -7,97 -8,11
K-7-A 7 7 3 3 7 37 56 | 33 -7,25 -7,28 -6,75
K-o-kvinon 4 6 12 1 2 2 93 87 | 66 -8,3 -7,96 -8,17
K-p-kvinon 3 5 4 1 1 1 51 50 | 87 -8,62 -7,71 -7,82
K-3'-OMe 10 6 13 3 2 2 25 76 | 61 -7,04 -8,11 -7,94
K-3'-OMe-3-A 10 8 9 5 1 1 20 84 | 69 -7,55 -8,75 -8,57
K-3'-OMe-4'-A 7 8 10 3 2 2 51 36 | 38 -7,87 -8,25 -8,53
K-3'-OMe-7-A 10 13 16 3 3 4 50 57 | 27 -6,92 -7,34 -7,07
K-3'-OMe-p-kvinon 9 5 6 1 1 3 67 76 | 50 -8,29 -8,27 -7,84
K-4'-OMe 11 9 13 5 2 2 23 56 | 35 -6,96 -8,34 -8,25
K-4'-OMe-3-A 6 7 8 1 1 2 83 54 | 50 -8,82 -8,78 -8,86
K-4'-OMe-7-A 14 18 17 2 6 5 27 28 | 47 -7,23 -7,13 -7,34
K-3-OSulf 10 4 5 1 1 1 87 97 | 86 -9,25 -9,23 -9,49
K-3-OSulf-4'-A 8 8 9 3 2 2 35 59 | 33 -8,61 -8,62 -9
K-3-OSulf-7-A 6 4 3 1 1 1 75 92 | 89 -9,42 -9,35 -9,72
K-3-OSulf-o-kvinon 9 - 11 5 - 4 51 - 51 -8,74 - -8,94
K-7-OSulf 11 8 11 5 2 5 47 52 | 43 -8,38 -8,99 -8,32
K-7-0OSulf-o-kvinon 9 2 16 5 1 4 39 9% | 31 -8,2 -8,8 -8,64
K-7-0OSulf-p-kvinon 5 2 3 1 1 54 54 | 62 | -8,16 -9,09 -9,26
K-3'-OSulf 9 11 7 1 2 2 25 33 | 32 -9,14 -9,01 -8,76
K-3'-OSulf-3-A 10 7 9 3 2 1 42 31 | 28 -9,27 -9,57 -9,81
K-3'-OSulf-4'-A 9 8 10 1 1 2 37 51 | 44 -9,81 -9,97 -9,8
K-3'-OSulf-7-A 15 15 11 1 1 2 39 34 | 44 -8,84 -9,11 -8,71
K-3-0G 10 13 22 1 2 2 58 50 | 48 -9,74 -9,57 -9,41
K-3-0G-4'-A 11 15 12 1 2 2 51 43 | 61 -9,38 -9,43 -9,8
K-3-0G-7-A 17 | 23 19 1 5 2 26 24 1 30 -9,63 -7,66 -8,67
K-3-0G-o-kvinon 13 13 15 1 2 5 50 46 | 20 -10,3 -10,31 -9,19
K-4'-0G 18 23 24 2 6 8 28 28 | 15 -7,69 -7,08 -6,74
K-3-0G-3'-OMe 22 20 | 21 1 1 1 25 47 | 24 | -10,13 -10,31 -9,03

IzraCunati parc. at. naboji su imali znadajan utjecaj na rezultate molekulskog uklapanja
AutoDockom, znacajniji nego li pocetne konformacije. lako su u vecini slu¢ajeva pocetne
konformacije metabolita izraCunate s tri programa bile medusobno slicne (tablica 8), parc.
at. naboji izraCunati s razli¢itim programima su bili medusobno razliciti, narocito za anione. U
skladu s tim su predvideni nacini vezanja za tri pocetne strukture bili znatno ujednacdeniji
kada su naboji izracunati istim algoritmom, onim iz AutoDocka (tablica 10 (tj. tablica 13) u
odnosu na one prikazane u tablici 9 (tj. tablici 12)). Parcijalni atomski naboji su utjecali na
ukupan broj predvidenih nacina vezanja, redni broj najzastupljenijeg klastera i na vezne
energije. Tako je npr. za pocetne konformacije generirane programom Marvin, broj
predvidenih nacina vezanja uglavnom bio vedi s nabojima izra¢unatim AutoDockom, i
predvidene energije vezanja, Ev, su bile nesto pozitivnije s tim nabojima.
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Tablica 13. Ukupni broj odredenih nacina vezanija, tj. klastera, te redni broj, postotak veznih
konformacija i energija vezanja za reprezentativni nacin vezanja odreden s pocetnim konformacijama
iz tri programa.

PAN iz AD broj klastera | red, br, najveceg|% konf, najveceg Ev (kcal/mol) najveceg
METABOLIT M C OB M C OB | M C OB M C OB
kvercetin, K 7 8 15 2 2 2 66 71 53 -7,21 -7,25 -7,24
K-4'-A 6 7 11 2 2 2 82 | 8 | 70 -7,37 -7,44 -7,19
K-7-A 6 9 13 2 2 2 79 75 | 43 -7,63 -7,62 -7,46
K-o-kvinon 11 5 12 2 3 2 74 | 89 71 -7,54 -7,33 -7,55
K-p-kvinon 4 4 4 1 2 1 68 | 39 | 68 -7,98 -6,80 -7,19
K-3'-OMe 14 8 18 2 2 2 57 | 81 | 34 -7,27 -7,38 -7,10
K-3'-OMe-3-A 9 9 12 2 2 2 81 | 76 | 60 -7,83 -7,90 -7,63
K-3'-OMe-4'-A 14 6 12 2 2 2 72 | 92 | 70 -7,94 -8,04 -7,82
K-3'-OMe-7-A 14 | 10 | 15 3 2 2 26 | 73 | 51 -7,26 -7,52 -7,35
K-3'-OMe-p-kvinon 9 4 6 1 1 1 65 70 | 54 -7,71 -7,67 -7,33
K-4'-OMe 13 11 15 5 1 6 40 | 41 37 -6,59 -7,46 -6,69
K-4'-OMe-3-A 8 11 9 2 2 2 43 | 39 | 46 -7,94 -7,94 -7,91
K-4'-OMe-7-A 13 9 12 1 2 2 31 | 42 29 -7,72 -7,71 -7,39
K-3-OSulf 5 5 1 1 1 81 85 94 -8,47 -8,48 -8,72
K-3-OSulf-4'-A 7 7 7 2 2 2 60 [ 60 | 78 -8,50 -8,50 -8,54
K-3-OSulf-7-A 6 5 4 1 1 1 88 | 91 | 91 -8,96 -9,09 -8,91
K-3-OSulf-o-kvinon 9 - 7 5 - 2 61 - 84 -8,24 - -8,37
K-7-OSulf 9 9 12 3 3 4 39 | 45 | 38 -7,73 -7,65 -7,29
K-7-OSulf-o-kvinon 8 6 10 1 5 1 53 | 64 | 60 -8,65 -7,80 -8,34
K-7-OSulf-p-kvinon 6 1 3 2 1 1 67 | 100 | 97 -8,29 -9,08 -8,80
K-3'-OSulf 8 9 6 1 2 1 47 | 44 | 39 -8,54 -8,39 -8,90
K-3'-OSulf-3-A 11 6 8 1 2 1 40 | 50 | 69 -9,12 -8,85 -9,14
K-3'-0Sulf-4'-A 9 5 8 1 2 2 52 | 59 | 54 -9,25 -8,97 -8,78
K-3'-OSulf-7-A 11 6 7 1 3 3 45 | 39 | 46 -8,93 -8,39 -8,35
K-3-0G 18 17 27 2 1 2 37 39 36 -8,11 -8,45 -8,23
K-3-0G-4'-A 14 | 16 | 18 1 2 1 50 | 40 | 46 -9,11 -9,07 -9,39
K-3-0G-7-A 18 | 15 | 16 2 1 2 34 | 42 | 56 -8,51 -8,61 -8,96
K-3-0G-o-kvinon 12 12 20 2 2 4 29 | 47 19 -9,05 -9,41 -8,32
K-4'-0G 23 21 24 7 7 1 18 26 16 -6,04 -6,07 -7,53
K-3-0G-3'-OMe 21 | 21 | 28 1 2 1 36 | 44 | 36 -9,15 -8,96 -8,15

Razlike izmedu energija vezanja za reprezentativne nacine vezanja (tablice 12 i 13), kao i
razlike u energiji prvog i najzastupljenijeg klastera (tablice 9 i 10) nisu, medutim, korelirale
(nisu prikazani rezultati) s razlikama u pocetnim strukturama tj. vrijednostima RMSD (tablica
8). Veda razlika u pocetnim strukturama nije znacila i vecu razliku u predvidenim rezultatima,
tj. nadinu vezanja i energijama vezanja s razlicitim pristupima.
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Tablica 14. Koeficijenti linearne korelacije (R) izmedu broja klastera (Num), % veznih konformacija u najzastupljenijem klasteru (%Max) i njegove vezne

energije (Ev) za Sest na¢ina molekulskog uklapanja. U donjoj tablici su dane prosjecne vrijednosti tih parametre za svaki od Sest pristupa.

%Max
Num_ | Num_C|Num_OB| _M_A |%Max_C| %Max_| Ev_M_| Ev_C_|Ev_OB|Num_M| Num_ |Num_OB|%Max_M| %Max_C| %Max_OB|Ev_M_| Ev._C_ |Ev_OB_

M_AD| _AD _AD D _AD | OB_AD| AD AD | _AD M cCM™M _0B _0B M M oB
Num_M_AD 1.00 0.82 0.83 -0.70 | -0.47 -0.61 0.17 | 0.06 | 0.01 0.77 0.81 0.88 -0.53 -0.10 | 0.03 0.14
Num_C_AD 0.88 -0.63 | -0.63 -0.68 0.13 | 0.04 | -0.01 0.70 0.81 0.81 -0.48 -0.21 | -0.05 | 0.11
Num_OB_AD -0.55 | -0.39 -0.69 0.22 | 0.10 | o0.19 0.57 0.66 0.87 -0.09 | -0.04 | 0.17
%Max_M_AD 1.00 0.77 0.72 -0.05 | -0.01 | 0.03 -0.68 -0.71 -0.74 0.15 0.04 -0.12
%Max_C_AD 0.69 0.05 | -0.07 [ o0.06 -0.56 | -0.64 | -0.53 0.31 0.09 | -0.03
%Max_OB_AD -0.28 | -0.25 | -0.33 | -0.56 | -0.62 | -0.6% .56 -0.05 | -0.09 | -0.39
Ev_M_AD 1.00 | o.88 | 0.82 -0.14 0.05 0.20 0.00 0.09 -0.07 0.79 0.76 0.79
Ev_C_AD 1.00 | 0.80 -0.18 0.01 0.16 0.01 0.12 0.00 0.71 0.80 0.84
Ev_OB_AD 1.00 -0.17 | -0.08 0.11 -0.01 0.19 -0.01 0.73 0.60 0.78
Num_M_M 1.00 0.80 0.70 -0.60 -0.50 -0.53 -0.25 | -0.17 0.02
Num_C M 1.00 0.77 -0.47 -0.69 -0.53 -0.18 0.12 0.19
Num_OB_OB 1.00 -0.40 -0.37 -0.59 -0.05 0.10 0.25
%Max_M_M 1.00 0.52 0.53 -0.17 | -0.07 | -0.18
%Max_C_M 1.00 0.56 0.16 | -0.05 | -0.07
%Max_OB_OB 1.00 -0.03 | -0.03 | -0.23
Ev.M_M 1.00 0.77 0.75
Ev.C M 1.00 0.87
Ev_OB_PB 1.00

Num_M_ Num_C_ Num_OB %Max_M %Max C %Max_O Ev_M_ Ev_C_ Ev_OB_ Num_M_ Num_C_ Num_OB %Max_M %Max_C %Max_O Ev_M_ Ev_C_ Ev_OB

AD AD _AD _AD _AD B_AD AD AD AD ] ] _oB ™M ™M B_OB M M _PB

average 10.83 9.03 12.28 53.79 60.31 53.83 -8.08 -8.06 -8.01 9.66 9.76 11.45 48.03 56.90 46.69 -8.50 -8.62 -8.54

sd 4.80 4.92 6.66 19.42 21.03 2081 081 078 0.74 4.53 5.74 5.53 21.26 21.68 20.06 0.99 0.91 0.88

min 4.00 1.00 3.00 18.00 26.00 16.00 -9.25 -9.41 -9.39 2.00 2.00 3.00 20.00 24.00 15.00 -10.30 -10.31 -9.81

max 23.00 21.00 28.00 88.00  100.00 97.00 -6.04 -6.07 -6.69 22.00 23.00 24.00  93.00 97.00 89.00 -6.92 -7.08 -6.74

38




Ova detaljna studija utjecaja pocetnih struktura i parc. at. naboja na rezultate molekulskog
uklapanja AutoDockom pokazala je da nacin vezanja predviden ovim stohastickim
programom ovisi manje o pocetnoj konformaciji, a viSe o nabojima. U analizi utjecaja
metaboli¢kih transformacija na vezanje kvercetina na albumin u sljede¢em poglavlju,
upotrijebljeni su uglavnom rezultati odredeni s konformacijama iz programa Marvin i parc.
at. nabojima iz AutoDocka. Medutim, ukoliko najzastupljeniji nacin vezanja nije bio
dominantan (tj. zastupljen s puno vise veznih konformacija od ostalih nacdina vezanja, i
njegova vezna energija je bila dosta nepovoljnija od prvog nacina vezanja), analizirani su i
rezultati dobiveni drugim pristupima. Upotreba raznih pocetnih konformacija i parc. at.
naboja je omogucila da se vjerodostojnije istrazi utjecaj metaboli¢kih transformacija na
vezanje kvercetina na glavni nosac spojeva u krvi, albumin.

3.4.2. Ucinak metabolickih transformacija na vezanje kvercetina na HSA

Eksperimentalno odredeno vezanje varfarina u VM1 kao aniona reproducirano je
molekulskim uklapanjem na podruéje PVM1 strukture 2BXD (poglavlje 3.3.2.). Zbog
strukturne sli¢nosti kvercetina i varfarina, pretpostavljeno je da se kvercetin i njegovi
metaboliti, barem oni slicne veli¢ine, veZu u isto vezno mjesto, VM1, kao i varfarin. Stoga je
molekulsko uklapanje kvercetina i njegovih metabolita provedeno na analogan nacin kao i za
varfarin (i testne spojeve) u prosireno varfarinsko vezno mjesto PVYM1.

3.4.2.1. Vezanje kvercetina

Za neutralni kvercetin, molekulskim uklapanjem sa svih Sest inacica, tj. bez obzira na pocetnu
konformaciju i parc. at. naboje, predviden je jednak nacin vezanja. On je ujedno bio i
najzastupljeniji nacin vezanja (53%-87% veznih konformacija), koji je za neSto manje od 1
kcal/mol bio nepovoljniji od prvog energetski najpovoljnijeg veznog nacina (tablice 9 i 10). S
obzirom na R-varfarin, ovaj nacin vezanja odgovarao je veznom nacinu 4 (vn4) njegove
neutralne strukture M3 (slika 19).
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Slika 20. Predvideni nacini vezanja u strukturu HSA 2BXD za neutralni kvercetin. a) vn4 s pocetnim strukturama
iz tri programa: M-zelena, CORINA-tamno ruzi¢asta, OB-cijan. b) vnl s po¢etnom strukturom iz programa
Marvin. R-varfarin u kristalografskoj strukturi 2BXD prikazan je ruZicasto, a u vn4 i vnl Zuto.

U nadinu vezanja vn4 kvercetin stvara interakcije s istim aminokiselinskim ostacima kao i R-
varfarin (slike 19 b i 20 a). Svojim kromanonskim 1-O atomom tvori H-veze s Arg257
smjeStenim u straznjem dijelu VM1, a keto atomom 4-0 i hidroksilnim atomom 5-0 tvori H-
veze s Lys199 smjeStenim na ulazu u VM1. 3-OH grupa tvori H-vezu s His242 u srediSnjem

39



dijelu VM1. Dodatno, grupa 7-OH ostvaruje interakcije s aminokiselinama Ser192 te Glu153 i
His288 iz gornjeg dijela VM1. Kateholne skupine 3'-OH i 4'-OH na fenilnom prstenu B
neutralnog kvercetina ostvaruju H-veze s karbonilnim kisikom iz okosnice Arg257, a prsten B
ni-kation interakciju s gvanidinskom grupom iste aminokiseline.

Za neutralni kvercetin, energetski najpovoljniji nacin vezanja, oznacen kao vn1 (slika 19 a za
R-varfarin (M3)), odgovara mjestu vezanja u srediSnjem procjepu HSA, blizu ulaza u VM1
(slika 20 b). To mjesto vezanja predvideno je takoder kao energijski najpovoljnije i za anione
kvercetina te vecinu njegovih promatranih metil-etera, tj. molekule sli¢ne veli¢ine.

Opcenito je vnl bio zastupljen s uglavhom < 10% generiranih veznih konformacija, i s
energijama vezanja za 1-1.5 kcal/mol povoljnijim od najzastupljenijih nacina (tablice 9 i 10).
U nacinu vezanja vnl kvercetin u svim oblicima ostvaruje H-veze s aminokiselinama domene
IIA, bocnim ogrankom Arg485, te okosnicama Ser454 i Leud81 (slika 20 b). Povoljne
hidrofobne interakcije omogucuju boéni ogranci tri leucina, Leu198 domene |l te Leud51 i
Leud481 domene lll. Fenilni prsten B vezan je m-mt interakcijama s Trp214 na ulazu u VM1, gdje
polarnim interakcijama s grupama 3'i 4'-OH doprinosi i Ser202.

3.4.2.2. Vezanje aniona kvercetina

Deprotoniranjem na polozajima 4'-OH i 7-OH, afinitet kvercetina se nije jako promijenio
(tablice 9 10).

Predviden nacin vezanja aniona ovisio je o pristupu upotrjebljenom za molekulsko uklapanje.
Opcenito, s parc. at. nabojima izraCunatim u AutoDocku, vezno mjesto aniona 4'-0O~ i 7-O” je
bilo vn4, kao i za neutralan kvercetin (slika 21 a, tablica 10). Medutim, s nabojima iz
programa Marvin ili OB, najzastupljeniji predvideni nacin vezanja za anion 4'-O~ (K-4'-A)
odgovarao je kristalografskom nacinu vezanja varfarina i oznacen je s Va/Vb ako je imao
istu/obrnutu orijentaciju kromanonske jezgre kao i varfarin. U nacinu Vb, prsten B je bio
smjesten na ulazu u VM1 gdje 4'-O~ tvori ionsku interakciju s Lys199 i Arg222 (slika 21 a). U
tom nacinu vezanja skupina ostvaruje H-veze s His242, dok grupa 7-OH tvori H-vezu u
straznjem dijelu VM, s keto skupinom Arg257 iz proteinske okosnice.

Za anion 7-O~ (K-7-A) najzastupljeniji nain vezanja s nabojima iz programa Marvin i OB
(tablica 9), odgovarao je onom predvidenom za strukturu S-varfarina iz programa OB i
oznacen je s vs/ob (slika 21 b). U njemu je negativni naboj na atomu 7-O~ stabiliziran ionskim
interakcijama s istim aminokiselinama na ulazu u VM1. Anion K-7-A s parc. at. nabojima iz
AutoDocka se veze jednako kao i neutralni kvercetin, tj. na nacin vn4 pri ¢emu atom 7-O~
ostvaruje interakcije s Glu153 iz gornjeg dijela VM1.
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Slika 21. Nacini vezanja neutralnog kvercetina (zelena) i njegovog a) 4'-O~ aniona b) 7-O~ aniona, predvideni s
pocetnom strukturom i nabojima iz programa Marvin (cijan) ili istom strukturom s nabojima iz programa AD (Zuta).
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3.4.2.3. Vezanje oksidiranih kvinonskih formi kvercetina

Orto i para kvinoni kvercetina, koji nastaju oksidacijom hidroksilnih skupina 3'-OH i 4'-OH tj.
3-OH i 4'-0OH, su neutralne molekule. Predviden im je slican nacin vezanja kao i za aglikon
kvercetin, tj. vn4, s pet upotrijebljenih inadica molekulskog uklapanja. Jedino je za strukturu
iz programa OB kao prvi rezultat predviden polozaj s istim poloZzajem 4-kromanonske jezgre
A/C, ali nesto razli¢itim poloZajem prstena B (tablica 9, vn4*). Za oba kvinona predvideni
afiniteti vezanja na HSA bili su sli¢ni kao i za aglikon (tablice 9 i 10).

U vn4, 4-kromanonski prsten oba kvinona ostvaruju iste interakcije kao i kvercetin (slika 20
a). Za razliku od hidroksilnih, nastale keto grupe u kvinonima mogu biti jedino akceptori H-
veza te je fenil B smjesten drugacije nego li za aglikon kvercetin. Tako u o-kvinonu, atom 3'-O
moze tvoriti H-veze s Arg257, Tyr150 i Ser287, dok u p-kvinonu atom 3-O ostvaruje H-vezu s
His242. Keto atom 4'-O u obje kvinonske forme ne ostvaruje jace interakcije. U p-kvinonu, 3'-
OH grupa tvori H-vezu s karbonilnim atomom iz okosnice Ser287.

3.4.2.4. Vezanje metiliranih derivata kvercetina

Metilacija je ¢esta metabolicka modifikacija kvercetina. Utjecaj ove modifikacije na vezanje
na SA proucavan je za kvercetin metiliran na jednoj od kateholnih skupina 3'- ili 4'-OH.
Metiliranje ovih grupa ne utjeCe znacajno na mjesto, nacin i afinitet vezanja kvercetina za
HSA (tablice 9 i 10). U oba metilna etera, kromanonski prsten ostvaruje iste interakcije s
albuminom kao i u slucaju aglikona. Medutim, iako je prsten B malo zarotiran u odnosu na
kvercetinski, i dalje tvori m-kationsku interakciju s gvanidinskom grupom Arg257. U 3'-O-
metil eteru, 3'-O kisik tvori intermolekulsku H-vezu s gvanidinskom grupom Arg257, uz
intramolekulsku s grupom 4'-OH. U 4'-O-metil eteru, kisik 4'-O tvori interakcije s okosnicom
aminokiselina Arg257 i Ala261, a grupa 3'-OH ostvaruje H-veze s atomima iz okosnice Ser287.
Dakle, u odnosu na kvercetin, glavne interakcije fenilnog prstena s Arg257, kao i interakcije
kromanonskog prstena, ostale su saCuvane, pa se energije vezanja nisu znacajno promijenile
metilacijom.

3.4.2.5. Nadini vezanja vn4, vnl, Vb i vs/ob

U dosad analiziranim rezultatima uklapanja kvercetina i njegovih jednostavnih metabolickih
oblika slicne molekulske mase, najveéi broj generiranih veznih konformacija odgovarao je
na¢inu vezanja vn4 unutar VM1 (slike 19 i 20). Medutim, energijski najpovoljniji nacin
vezanja za veéinu ovih molekula (izuzeci su kvinoni) je bio analogan energijski najpovoljnijem
nacinu vezanja neutralnog varfarina, u procjepu izmedu domena Il i lllA na ulazu u VM1, tzv.
nacin vezanja vnl. Opcenito, nacin vezanja vnl je bio za oko 1 kcal/mol ili vise povoljniji od
nacina vezanja vn4 (tablice 9 i 10). No, vnl je bio uglavhom zastupljen s manje od 10
generiranih veznih konformacija.

U interpretaciji rezultata kao reprezentativan nacin vezanja odabrali smo onaj reprezentiran
veéim brojem generiranih veznih konformacija. No, nacin vezanja vnl odgovara jednom od
lokalnih minimuma energije vezanja. Slicno, vezni nacini Va, Vb te vs/ob koji predstavljaju
vezanje promatranih aniona u varfarinsko VM1 odgovaraju lokalnim minimumima i moguci
su nacini vezanja.
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3.4.2.6. Vezanje sulfatiranih metabolita

Sljedeé¢a metabolicka modifikacija, Ciji je utjecaj na vezanje kvercetina na HSA proucavan,
bila je sulfatacija.

Prema nasim rezultatima molekulskog uklapanja, uvodenje negativho nabijene sulfatne
grupe povedava afinitet kvercetina za albumin, posebno na polozajima 3-0 i 3'-O, pri ¢emu
afinitet priblizno odgovara onome izracunatom za varfarin (tablice 9 i 10, te 12 i 13).
Medutim, nacini i energije vezanja triju sulfatnih izomera bili su razliciti.
Vezanje negativno nabijene i relativno velike sulfatne grupe na kvercetin znatno je
perturbiralo njegovo vezanje na albumin. Za sulfate molekulskim uklapanjem nije predviden
polozaj vezanja u srediSnjem procjepu HSA kao kod prethodno opisanih metabolita.
Najzastupljeniji nacini vezanja odgovarali su onima odredenima za varfarin s obzirom na
mjesto i orijentaciju kromanonskog prstena bila jednaka ili inverzna onoj varfarina u strukturi
2BXD. Za svaki od sulfata reprezentativan nacin vezanja bio je razlicit (tablice 9 i 10). No,
nacin vezanja 4-kromanonske jezgre za svaki od sulfatnih izomera ostao je jednak za sve
njihove promatrane deprotonirane i oksidirane forme.
Sulfatni metaboliti su se opcenito vezali na mjesto varfarina. Njihovo vezanje je bilo
odredeno povoljnim interakcijama sulfatne grupe. Stoga su i razlike u pocetnim
konformacijama opdenito prevladane postizanjem istog povoljnog polozaja pri uklapanju
svakog od promatranih sulfata (slika 22).

Slika 22. Pocetne strukture i predvideni nacini veanja u VM1 za a) i b) kvercetin- 3-O-sulfata te c) i d) kvercetin-
3'-0O-sulfata. Marvin - zelena, CORINA - ruZicasta i OB - cijan.

Opcenito, svih Sest pristupa dali su jednoznacne rezultate s obzirom na predvideni nacin
vezanja za svaki od tri promatrana sulfatna izomera kvercetina (tablice 9 i 10), kao $to je na
slici 22 ilustrirano za kvercetin-3-O-sulfat i kvercetin-3'-O-sulfat. Uz to, zbog postojanja
dominantne ionske interakcije, koja odreduje mjesto i nacin vezanja, za veéinu 3-O- i 3'-O-
sulfatnih molekula, ili je energetski najpovoljniji nacin vezanja bio ujedno i najzastupljeniji ili
se najzastupljeniji nacin vezanja razlikovao za samo < 0.5 kcal/mol od prvog klastera.

Za kvercetin-3-O-sulfat, sa svih Sest pristupa, predviden je s visokom zastupljeno$¢u veznih
konformacija (81-97%) jednak nacin vezanja, Vb (slika 23). Pritom 3-O-sulfatna grupa tvori
ionske interakcije s pozitivho nabijenim aminokiselinama smjestenim na ulazu u VM1, Lys199
i Lys195 te Arg218 i Arg222. U skladu s tim dominantnim interakcijama, grupa 7-OH
ostvaruje H-vezu s Arg257, a grupe 3'-OH i 4'-OH sa Ser192, obratno nego li je prevideno za
kvercetinski aglikon. Atom 1-O smjesten je u blizinu grupe OH Tyr150.

Formiranje dvostrukih aniona deprotonacijom 7-OH ili 4'-OH grupe, kao i oksidacija u o-
kvinonski oblik ne mijenja nacin vezanja 3-O-sulfata (tablice 9 i 10).

3'-0O-sulfat i njegovi dianioni ostvaruju interakcije s jednakim aminokiselinama u VM1 kao i 3-
O izomer (tablice 9 10, slika 23). Sulfo-grupa na prstenu B tvori ionske interakcije s Lys195 i
Lys199 te Arg218 i Arg222 na ulazu u VM1 kao i u 3-O-sulfatu. U skladu s tim, u 3'-O-sulfatu
4-kromanonski prsten orijentiran je na analogan nacin kao u kristalografskom varfarinu, Va,
ali ostvaruje interakcije s jednakim aminokiselinama kao i u 3-O-sulfatu (slika 23).
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Slika 23. a) Nadini vezanja predvideni za kvercetin-3-O-sulfat (Vb, zelena), 7-O-sulfat (vs/ob, naranéasta) i 3'-O-
sulfat (Va, cijan). b) Nacini vezanja predvideni za kvercetin-7- O-sulfat s nabojima iz programa AD (vs/ob,
ruzicasta) i Marvin (Vb, zelena).

Vezanje 7-O-sulfata bilo je nesto drugacije nego li vezanje ovih dvaju izomera. Kao i u 3-O i
3'-0 izomerima, u 7-0 izomeru sulfo-grupa ostvaruje interakcije s istim pozitivno nabijenim
aminokiselinskim ostacima u prednjem dijelu VM1. Medutim, kako je ona smjeStena na
prstenu A, fenilni prsten B je polozen u unutrasnjosti VM1 gdje ostvaruje slabe interakcije s
okosnicom Arg257 (slika 23). Taj nacin vezanja 7-O-sulfata analogan je onome za OB
strukturu S-varfarina, te je oznacen kao vs/ob. Nacin vezanja s parc. at. nabojima iz
programa Marvin odgovara pak nacinu vezanja Vb s obzirom na poloZaj 4-kromanonske
jezgre, dok sulfatna grupa ostvaruje H-veze s Arg257, Tyr150 i Ser287 u straznjem dijelu VM1
(slika 23 b). Kisik 4-O ostvaruje H-vezu s Arg222, 3-O s Lys199, i 3'-O s GIn196 (tablica 9, slika
23 b).

Sa svim pristupima je predvideno da je afinitet 7-O-sulfata za albumin manji od onog za 3-O i
3'-0 izomera i da se oksidacijom u kvinonske forme povecava (tablice 9 i 10). Prsten B o- i p-
kvinona smjesten je u hidrofobni dZzep od Phe223, Leu234, Leu238 i lle264 u unutrasnjosti
VML1.

Za vezanje sulfata kvercetina u HSA predvidene su niZe energije vezanja nego za kvercetin, a
najpovoljnije vezanje medu sulfatiranim metabolitima predvideno je za kvercetin-3'-O-sulfat.
No, kada se energije vezanja podijele s brojem 'teskih' atoma, i usporede s vrijednostima za
kvercetin, dobivene relativne normirane energije vezanja su za 3-0O i 3'-O izomere gotovo
jednake, a za 7-0 izomer nesto nepovoljnije od one predvidene za aglikon.

3.4.2.7. Vezanje glukuronida kvercetina

Glukuronidacija je takoder ¢esta metabolicka modifikacija kvercetina. Glukuronska kiselina je
preko 6-C atoma eterskom vezom vezana najceS¢e grupom 3-OH kvercetina (Radominska-
Pandya i sur. 1998, Mullen i sur. 2006). U ovom diplomskom radu istrazili smo utjecaj
glukuronidacije, osim na poloZaju 3, i na poloZaju 4' na vezanje kvercetina u PVM1 humanog
albumina.

Glukuronidi su najveci metaboliti kvercetina proucavani u ovom radu. Glukuronska skupina
(M = 193) je dvostruko vedi supstituent od sulfatne grupe (M = 96). Unutar danog skupa
molekula, za glukuronide je predviden najveci broj vezanja po molekulskom uklapanju
(tablice 12 i 13, slika 24). Medutim, unato¢ tome, najzastupljeniji nacini vezanja za 3-O-
glukuronid i njegove 4'- i 7-O" dianione i oksidirani p-kvinonski oblik, kao i 3'-O-metil-eter
(najfleksibilniju molekulu u skupu), su predvideni s vise od 1/3 generiranih veznih
konformacija (tablice 9 10).
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Nacin vezanja za 4'-0 izomer nije bilo moguce jednoznacno odrediti na taj nacin (slika 24).

40 20
< ‘ =18 b
Kasl a K 18}
o O1gl )
N30 N
F F 14
025 04|
R 912
M20 M10}
A A g
c1s c
I I 6 !
310 3l
. " L, |
U — I - l,, l,,,,
oo 90 80 _-70 30 50 =5

ENERGIJA VEZANJA ENERGIJA VEZANJA

Slika 24. Raspodjela konformacija i pripadne vezne energije za nacine vezanja a) 3-O-glukuronida i b) 4'-O-
glukuronida.

Kao i u slucaju sulfata, razlike u polozaju glukuronske skupine u pocetnim konformacijama su
prevladane elektrostatskim interakcijama s aminokiselinama na ulazu u VM1, Lys199 i
Arg222. Slicno tome, i u strukturama oba enantiomera glukuronida oksazepama,
glukuronska grupa je bila smjeStena na ulazu u VM1 tvoredi interakcije s istim
aminokiselinama.

Za kvercetin-3-O-glukuronid, s pet nacina molekulskog uklapanja (tablice 9 i 10), kao
najvjerojatniji nacin vezanja predviden je vn4, u kojem je 4-kromanonska jezgra vezana kao u
aglikonu, ostvarujuéi H-veze s Lys199 preko grupe 4-0, s GIn196 preko 5-OH, sa Ser192 preko
7-OH, dok kateholna grupa tvori interakcije s Arg257 i Ser287 (slika 25 a). Glukuronski
fragment preko grupe COO™tvori ionsku vezu s Arg222 i Lys199 te s His242 preko kisika 3-O.
Glukuronske hidroksilne grupe ukljuc¢ene su u intramolekulske H-veze. Nacin vezanja je isti i
za dianione s deprotoniranom 4'-OH ili 7-OH grupom, o-kvinonski oblik te 3'-O-metil eter
(tablice 9 10, slika 25 a).

’

SER192

GLU1S3 :
" GLN196

HI5242 Y
TYR150 ¥ ARG257

ARG257

/ \\/ ,
/sEr287

‘ /
— ‘ \ ~
7’
LYS199 SER287

R-varfarin

LYS199

P
N

TRP214
" ” R-varfarin
(28xD)

’\ -
ﬂl //// \28x0)
TRP214 A /l

- "ARG222
p / LEU238

PHE211 '

ARG222

Slika25. Naéi.ni vezanja a) najzastupljeniji vn4 i b) energijski najpovoljniji Va, za kvercetin-3-O-glukuronid
(zelena), te njegov 4'-anion (narancasta), 7-anion (cijan), o-kvinon (smeda) i 3'-O-metil-kvercetin-3-0O-
glukuronid (ruZicasta).

Kao energijski najpovoljniji naéin vezanja za 3-O-glukuronid predviden je i nacin vezanja Va
(slika 25 b), u kojem grupa COO~ ostvaruje interakcije takoder s Lys199 i Arg222, ali na sli¢an
nacin kao sulfatna grupa u 7-O izomeru i ketopropanska grupa varfarina. Atomi 4-O i 5-O
tvore veze s Arg257 i Ser287, a prsten B m-kation interakcije s Lys199. Hidroksilne grupe
glukuronskog fragmenta tvore H-veze s Glu292 te interakcije s Lys195, Tyr150 i okosnicom
Ala291.
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S druge strane, prema dobivenim rezultatima, glukuronidacija na 4'-OH grupi, smanjuje
afinitet kvercetina za VM1 albumina. Sva 23 predvidena nacina vezanja (slika 24 b) imaju
nepovoljniju energiju vezanja u odnosu na 3-0-glukuronid i aglikon kvercetin (tablice 9 i 10).
Na temelju rezultata nismo mogli odrediti preferentan nacin vezanja 4'-O-glukuronida u
PVM1. Na slici 26 prikazani su najpovoljniji te dva najzastupljenija nacina vezanja 4'-O-
glukuronida. Najpovoljniji nacin vezanja najslicniji je nacinu Vb. Prema drugom,
najzastupljenijem klasteru, koji je ujedno drugi klaster po energiji, 4'-O-glukuronid kvercetina
veze se na sli¢an nacin kao naproksen u kristalografskoj strukturi BSA 40R0, te je taj nacin
vezanja oznacen slovom n (tablice 9 i 10). U tom nacinu vezanja grupa COO™ takoder tvori
interakcije s aminokiselinama Lys199, Arg222 i Arg218, dok kromanonski prsten ostvaruje m-
Tt interakcije s Trp214. Najzastupljeniji, sedmi klaster predstavlja nacin vezanja djelomicno
izvan VM1, s glukuronskom skupinom smjestenom na varfarinskom veznom mjestu (slika
26).
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Slika 26. Prvi (Vb, zelena), drugi (n, narancasta) i najzastupljeniji (cijan) predviden nacin vezanja za kvercetin-4'-
O-glukuronid.

lako je, kao i za sulfate, energija vezanja izracunata za glukuronide kvercetina uglavnom
povoljnija u odnosu na aglikonsku, uzme li se u obzir broj 'teskih' atoma koje nosi ova
modifikacija, ta razlika nije vrlo znacajna.

3.5. Molekulsko uklapanje metabolita katehina u HSA

U ovom diplomskom radu, nacin i afinitet vezanja u PVYM1 albumina odreden je za EGCG i 19
njegovih derivata, ukljucuju¢i metabolite koji nastaju razgradnjom crijevnom mikroflorom, y-
valerolaktone, s dvije ili tri hidroksilne skupine na fenilnom prstenu (y-valerolakton-DiOH i -
valerolakton-TriOH) (slika 12) (Sun i Ho 2008). Za uklapanje u strukturu HSA 2BXD su
koristene 3D strukture generirane programom Marvin, s parc. at. nabojima izraCunatim u
istom ili programu AD.

Rezultati uklapanja katehina dani su u tablicama 15 i 16. Predvideni nacini vezanja uglavnom
su bili analogni onima odredenim za metabolite kvercetina.
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Tablica 15. Rezultati molekulskog uklapanja EGCG-a, njegovih anionskih oblika i metabolita, te EGC-a i
EC-a i njihovih metabolita u PVM1 HSA strukture 2BXD, za pocetne 3D strukture generirane u
programu Marvin s parc. at. nabojima izracunatim u istom programu. Naveden je ukupan broj
predvidenih klastera (# klastera).

najpovoljniji najzastupljeniji
% Nacin vezanja Ev/ % Nacin vezanja Ev/ #
METABOLIT konf. kcal/mol |konf. kcal/mol |klastera

EGCG 1 n -11,29 47 Va -10,52 21
EGCG-4'-A 60 Va -10,85 17
EGCG-4"-A 52 vn4 -9,66 15
EGCG-4',4"-DiA 48 Va -9,89 18
4"-OMe-EGCG 43 Va -10,26 19
4',4"-Di-OMe-EGCG 36 Va -11,06 16
EGCG-4'-OSulf 11 Va -11,64 32
EGCG-3'-0G 4 |djelomi¢nou VM1 -9,53 9 [djelomi¢no u VM1 -8,42 53
EGCG-4"-0G 14 vn4, G izvan -9,14 34
EGCG-4"-0G-4'-A 14 |djelomi¢no u VM1 -9,6 18 vn4, G izvan -7,47 25
EGC 5 vnl -8,88 36 vn4d -7,47 13
4'-OMe-EGC 1 vnl -8,68 28 vn4 -7,75 13
EC 6 vnl -8,83 58 Vb -7,18 11
3'-OMe-EC 2 vnl -9,47 42 Va -7,02 11
EC-3'-OSulf 37 Vb -8,86 14
EC-5-0G 5 n -8,49 11 izvan VM1 -7,88 26
EC-3'-0G 15 Va -8,71 30
3'-OMe-EC-5-0G 1 n -9,28 12 izvan VM1 -7,84 29
y-valerolakton-DiOH 6 vnl -7,53 70 VM1l -7,36 7
y-valerolakton-TriOH 13 vnl -8,08 37 VM1 -7,33 10

Oznake kao u tablici 9.

Tablica 16. Rezultati molekulskog uklapanja EGCG-a, njegovih metabolicki modificiranih te anionskih
oblika u PVM1 HSA strukture 2BXD, za pocetne 3D strukture generirane u programu Marvin s parc.
at. nabojima izracunatim u programu AD.

najpovoljniji najzastupljeniji
% .. . Ev/ % " . Ev/
Nacin vezanja Nacin vezanja
METABOLIT konf. kcal/mol [konf. kcal/mol |#klastera
EGCG 46 Va -9,23 17
EGCG-4'-A 53 Va -9,4 15
EGCG-4"-A 45 Va -9,05 16
EGCG-4',4"-DiA 47 Va -9,55 18
4"-OMe-EGCG 41 Va -8,89 19
4',4"-Di-OMe-EGCG 37 Va -9,5 25
EGCG-4'-0OSulf 23 Va -10,32 26
EGCG-3'-0G 4 |djelomi¢nou VM1 -9,12 8 [djelomi¢nouVM1 -6,19 57
EGCG-4"-0G 17 vn4, G izvan -7,79 28
EGCG-4"-0G-4'-A 11 (djelomi¢nou VM1 -7,64 18 vn4, G izvan -7,19 24
EGC 4 vnl -8 40 vn4 -6,77 11
4'-OMe-EGC 31 vn4 -7,03 12
EC 5 vnl -8,17 45 Vb -6,68 11
3'-OMe-EC 1 vnl -8,86 36 Va -6,54 15
EC-3'-OSulf 57 Vb -8,51 10
EC-5-0G 2 |djelomi¢no u VM1 -8,08 7 n -7,56 29
EC-3'-0G 11 VM1 -7,98 13 Va -7,91 34
3'-OMe-EC-5-0G 21 |djelomi¢énouvMl| -7,71 30
y-valerolakton-DiOH 4 vnl -7,08 72 VM1 -6,87 7
y-valerolakton-TriOH 5 vnl -7,39 42 VM1 -6,6 10

Oznake kao u tablicama 9 15.
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3.5.1. Vezanje EGCG-a, njegovih aniona i metil-etera

Za neutralni EGCG, njegove anione i metil-etere s oba tip parc. at. naboja predviden je
jednak nadin vezanja u VM1, koji odgovara kristalografskom nacinu vezanja R-varfarina u
strukturi 2BXD, tzv. Va (slika 27 a). Taj nacin vezanja je bio energijski najpovoljniji i
najzastupljeniji (47 i 46% veznih konformacija) (tablice 15 i 16).
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Slika 27. a) Nacin vezanja EGCG-a (zelena) u odnosu na nacin vezanja R-varfarina u kristalografskoj strukturi
2BXD (ruZicasta). b) Nacin vezanja EGCG-a (zelena) u odnosu na predvideni nacin vezanja kvercetin-3-0-
glukuronida (cijan).

U nadinu vezanja Va EGCG stvara sli¢cne interakcije s aminokiselinskim ostacima kao i R-
varfarin (slika 27 a). Atomima 5-0 i 7-O tvori H-veze s Arg257 i keto grupom okosnice Ser287
smjesStenima u straznjem dijelu VM1. Preko grupe 3'-OH tvori H-vezu s okosnicom Ala291
kao donor te s Arg222 kao akceptor. Hidroksilne grupe 4'-OH i 5'-OH fenilnog prstena B
ostvaruju interakcije s Arg218 i Lys199. Kisici iz esterske veze tvore H-veze s Lys199 i His242.
Grupe 3"-OH i 4"-OH fenilnog prstena D tvore H-veze sa Ser192 u gornjem dijelu VM1, a 5'"'-
OH ostvaruje interakcije s Glu292. U usporedbi s kvercetinom, nacin vezanja EGCG-a je slican
onome kvercetin-3-O-glukuronida po ostvarenim interakcijama i po energiji vezanja (slika 27
b, tablice 9i 10, te 15i 16).

Deprotoniranjem grupe 4'-OH nastaje anion 4'-O~ koji ostvaruje povoljne elektrostatske
interakcije s Arg222, Arg218 i Lys199 na ulazu u VM1. Za ostala dva promatrana anionska
oblika predviden nacin vezanja ovisio je o nacinu ra¢unanja parc. at. naboja (tablice 15 16,
slika 28 a).
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Slika 28. a) Nacini vezanja predvideni za anion EGCG-4"-A s parc. at. nabojima izraCunatim u programu AD (Va,
cijan) i programu Marvin (vn4, ruzicasta). b) Nacini vezanja predvideni za metil etere 4"-OMe-EGCG (tamno
ruzicasta) i 4', 4"-Di-OMe-EGCG (plava).
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Metiliranje EGCG-a ne utjeCe na mjesto i nacin vezanja (slika 28 b), kao Sto je prethodno
uoceno i za kvercetin. No dok je monometiliranje 4'-OH grupe uzrokovalo smanjenje
afiniteta vezanja EGCG-a za HSA, dimetiliranje 4'-OH i 4"-OH grupe nije znacajno promijenilo
afinitet vezanja na HSA u odnosu na nemetilirani EGCG (tablice 15 16, slika 28 b).

3.5.2. Vezanje sulfata EGCG-a

Uvodenje negativno nabijene sulfatne grupe na polozaj 4'-O ne utje¢e znatno na nacin
vezanja i afinitet EGCG-a za HSA (tablice 15 i 16). Nacin vezanja EGCG-4'-O-sulfata slican je
onome kvercetin-3'-O-sulfata (slika 29), no sa znacajno povoljnijom energijom vezanja: -
10.32 kcal/mol (tablica 16) vs. -8.54 kcal/mol (tablica 10). Sulfatne skupine oba sulfata
smjeStene su izmedu Arg218, Arg222, Lys199 i Lys195 na ulazu u VM1, i obje ostvaruju H-
veze s Arg222 i Lys199. Keto grupa iz esterske veze EGCG-a ostvaruje dodatno H-vezu s
Lys199, a kisik iz esterske veze H-vezu s His242 (slika 29). Hidroksilne grupe 3"- i 4"-OH obje
ostvaruju H-veze sa Ser192. Ove dodatne interakcije galoilne skupine D povoljno utjeCu na
vezanje EGCG-a na HSA u odnosu na kvercetin (tablice 9i 10, 15 16).
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Slika 29. Nacini vezanja predvideni za EGCG-4'-O-Sulf (Zuta) i kvercetin-3'-O-Sulf (plava).
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3.5.3. Vezanje glukuronida EGCG-a

U ovom radu istrazili smo vezanje 3'-O- i 4"-O-glukuronida EGCG-a na albumine. To su
ujedno najveée molekule proucavane u ovom radu. Rezultati molekulskog uklapanja pokazali
su da glukuronidacija smanjuje afinitet vezanja EGCG-a na HSA prvenstveno zbog velicine
nastalih metabolita. Veli¢ine ovih metabolita usporedive su s velicinom same Supljine VM1
(slike 30 i 31) te je njihovo optimalno smjestanje u VM1 zbog toga ogranic¢eno. Iz tog razloga
je broj odredenih klastera bio velik i najzastupljeniji klasteri sadrzavali su manje od 15 veznih
konformacija (slika 30 ai b, tablice 15i 16).

Npr. glukuronska skupina EGCG-4"-0-glukuronida vezanog unutar VM1 djelomi¢no zauzima
procjep izmedu domena Il i lll ostvarujudi interakcije s pozitivno nabijenim aminokiselinskim
ostacima na ulazu u VM1 (slika 31). Ostatak molekule ostvaruje slicne interakcije kao
kvercetin u ovom veznom nacinu (vn4, slika 20 a). Prema izracunatim energijama vezanja
moze se ocekivati da se EGCG-4"-O-glukuronid i njegov anion 4'-O vezu znatno slabije na
HSA u odnosu na aglikon EGCG (tablice 15i 16).
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Slika 30. Raspodjela konformacija predvidenih molekulskim uklapanjem prema energiji vezanja za 3’-O-
glukuronid EGCG-a s parc. at. nabojima iz programa a) Marvin i b) AD. c) Nacini vezanja predvideni za strukturu
3’-0-glukuronida EGCG-a s parc. at. nabojima iz programa AD koji odgovaraju prvom (narancasta) i
najnapuéenijem (zelena) klasteru na dijagramu b). d) Nacini vezanja predvideni za strukturu 3’-O-glukuronida
EGCG-a s nabojima iz programa AD (zelena) i Marvin (ruZi¢asta), koji odgovaraju najzastupljenijim klasterima.
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Slika 31. Nacini vezanja predvideni za 4”’-O-glukuronid EGCG-a s nabojima iz programa AD (cijan) i Marvin
(ruzicasta), te nacini vezanja predvideni za njegov anion s najpovoljnijom energijom vezanja (Zuta) i najzastupljenijim
klasterom (zelena). Svi nacini vezanja su sli¢ni za strukture s oba tipa parc. at. naboja.

3.5.4. Vezanje EGC-a i njegovih metabolita

Katehin EGC se veze u VM1 na isti nacin, vn4, kao i kvercetin zbog njihove sli¢nosti u veli¢ini i
strukturi (slika 32 a), ali EGC sa slabijim afinitetom (tablice 9 i 10, 15 i 16). U tom nacinu
vezanja, kvercetin tvori H-vezu s Lys199 preko 4-keto grupe, a EGC preko 5-OH grupe (slika
32). Ostale interakcije izmedu ta dva liganda i HSA su jednake. Na slican nacin se veze i 4'-O-
metil eter EGC-a koji umjesto H-veza sa Ser187 i okosnicom Arg257 ima metilnu grupu
smjestenu u hidrofobni dZep (slika 32 b).
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Slika 32. a)Nacin vezanja EGC-a (zelena) u odnosu na nacin vezanja kvercetina predviden molekulskim
uklapanjem (ruZicasta). b) Nacin vezanja EGC-a (zelena) i 4'-OMe-EGC-a (narancasta).

3.5.5. Vezanje EC-a i njegovih metabolita

Za EC energijski najpovoljniji nain vezanja odgovara nacinu vnl izvan VM1. Nacin vezanja
predstavljen s najvise generiranih veznih konformacija Vb ima znacajno nepovoljniju energiju
vezanja (tablice 15 i 16, slika 33). U tom nacinu vezanja EC ostvaruje H-veze svojim
hidroksilnim gupama 7-OH, 3-OH i 3'-OH s keto grupom okosnice Arg257, bo¢nim ogrankom
His242 te GIn196 i Lys199 (slika 33). Metilacija skupine 3'-OH smanjuje/povecava afinitet za
vezanje EC-a unutar/izvan VM1 (tablice 15 i 16, slika 33).
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Slika 33. Nacini vezanja predvideni kao najzastupljeniji (tablica 16, Marvin_AD) za EC (Vb, zelena), te njegove

metabolite: 3'-O-metil (Va, narancasta), 3'-O-sulfat (Vb, cijan) i 3'-O-glukuronid (Va, smeda).

U 3'-O-sulfatu EC-a sulfatna grupa tvori interakcije s Lys199 i Arg222 na ulazu u VM1 kao i
drugi sulfatni metaboliti (slika 33). Smjestaj katehinske jezgre A/C je jednak kao i u drugim
derivatima EC-a.

EC-3’-O-glukuronid se smjesta unutar VM1 na nacin Va tvoreci sa COO™ grupom interakciju s
Lys199.

Za EC-5-O-glukuronid predviden je velik broj klastera slicne veli¢éine s maksimalno 12
konformacija (slika 34 a). Vjerojatan nacin vezanja ovog izomera je u procjepu izvan VM1 pri
¢emu glukuronska COO~ grupa tvori interakcije s Arg218 na ulazu u VM1. Grupa 7-OH, koja
je u blizini glukuronske skupine u 5-O izomeru, ostvaruje H-vezu s Lys195, a 3-OH u ovom
nacinu vezanja ostvaruje H-veze s Trp214 iz domene Il i Asp451 iz domene .
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Najzastupljeniji klaster za ovaj metabolit s nabojima iz programa AD obuhvaéa 12
konformacija, ima energiju vezanja 1.25 kcal/mol visu od najniZe i predstavlja nacin vezanja u
unutrasnjosti VM1 (slika 34 b). Glukuronska skupina veZe se u straznji dio VM1 gdje COO~
tvori ionsku vezu s Arg257. Isti polozaj glukuronskog fragmenta predviden je i za energetski
najpovoljniji i najzastupljeniji klaster, s 21-om konformacijom metiliranog 3'-O-Me- EC-5-O-
glukuronid (slika 34 b). S obzirom na predvidene energije vezanja, moguce je da
glukuronidacija smanjuje afinitet EC-a za HSA (tablice 15i 16).
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Slika 34. a)Raspodjela konformacija predvidenih molekulskim uklapanjem EC-5-O-glukuronida prema energiji
vezanja za s parc. at. nabojima iz programa AD b) Nacini vezanja predvideni za strukturu EC-5-O-glukuronida s
parc. at. nabojima iz programa AD koji odgovaraju drugom (zelena) i najnapuéenijem klasteru (ruzicasta) na
dijagramu a), te nacin vezanja predviden za 3'-OMe-EC-5-O-glukuronid s parc. at. nabojima iz programa AD
(narancasta).

3.5.6. Vezanje valerolaktona

Valerolaktoni su najmaniji i strukturno znacajno razliciti od ostalih metabolita katehina &ije je
vezanje na SA proucavano u ovom radu. Njihov fenilni prsten je smjestena na analogan nacin
onom EGC-a u VM1 te tvori H-veze s okosnicom Arg257 i s OH-skupinom Ser287 (slika 35).
Laktonski prsten je vezan blize ulazu u VM1, gdje keto grupa tog prstena ostvaruje H-vezu s
Arg222. Predvideni afiniteti vezanja valerolaktona u VM1 HSA su usporedivi s onima EC-a.
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Slika 35. Nacini vezanja predvideni kao najzastupljeniji za dihidroksifenil-y-valerolakton (cijan) i trihidroksifeni-y-
valerolakton (Zuta).
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3.6. Molekulsko uklapanje u BSA

U protein BSA molekulsko uklapanje spojeva promatranih u ovom diplomskom radu
provedeno je s kristalografskom strukturom 40R0 kompleksa BSA s ligandom naproksenom
(poglavlje 2.3.2). U strukturi 40R0 naproksen je vezan u srediSnjem procjepu albumina (slika
7), na nacin oznacavan u ovom radu slovom n. Ovaj nacin vezanja naproksena u PVM1 BSA je
reproduciran molekulskim uklapanjem (slika 36). On je odgovarao prvom klasteru s
najpovoljnijom predvidenom energijom vezanja -8.93 kcal/mol i bio je ujedno najzastupljeniji
sa 70 % generiranih veznih konformacija. Uz interakcije karboksilne grupe COO™ s pozitivho
nabijenim aminokiselinama npr. Argl94, za vezanje naproksena su znacajne i hidrofobne
interakcije s npr. leucinskim ostacima BSA.

BSA i HSA imaju razli¢ite aminokiselinske ostatke u ovom dijelu strukture. Na ekvivalentnim
poloZajima Arg194 i Argl98 u BSA, u HSA se nalaze Lys195 i Lys199 koji su, za razliku od
Arg194 i Arg198 BSA-a, manje izloZeni u sredisnji procjep i vise prema VML1.

LEU454
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- | ARG194 N
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Slika 36. a) Mjesto vezanja naproksena u strukturi 4ORO (ruZicasta) i predvideno molekulsklm uklapanjem (siva)
u srediSnjem procjepu BSA izmedu domena Il i lll. b) Aminokiselinski ostaci s kojima naproksen ostvaruje
interakcije prilikom vezanja na nacin n.

S druge strane, uklapanjem R-varfarina (strukture M1) u strukturu 40RO, dobiveni su
rezultati analogni onima dobivenim uklapanjem u strukturu 2BXD humanog albumina
(poglavlje 3.3.2.). Nacin vezanja Vb u VM1, koji odgovara kristalografskom iz 2BXD, s
obrnutom orijentacijom 4-kromanskog prstena (slika 37), predviden je s najnizom energijom
vezanja, -9.47 kcal/mol i najveé¢im brojem konformacija, 50 %.
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Slika 37. Predvideni nacini vezanja R-varfarina (Marvin_AD) u VM1 HSA (2BXD; zelena) i BSA (40R0; cijan).
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3.6.1. Molekulsko uklapanje kvercetina i njegovih metabolita

Molekulsko uklapanje kvercetina i njegovih 29 derivata (slika 11, poglavlje 2.3.2) u strukturu
40R0 provedeno je s pocetnim strukturama odredenim programom Marvin i parc. at.
nabojima iz programa Marvin ili AD. Nacini vezanja predvideni s razli¢itim parc. at. nabojima
(tablice 17 i 18) bili su medusobno dosljedni.

Tablica 17. Rezultati molekulskog uklapanja kvercetina i njegovih metabolita, pripremljenih u
programu Marvin te s parc. at. nabojima izracunatim u istom programu, u PVM1 strukture BSA 40R0.

najpovoljniji najzastupljeniji
% Nacin E./ % Nacin E./
METABOLIT konf.| vezanja |kcal/mol|konf.| vezanja |kcal/mol |# klastera
kvercetin, K 39 vnl -9.06 6
K-4'-A 50 n -9.53 4
K-7-A 33 n -10 54 vs/ob -8.24 4
K-o-kvinon 29 n -8.42 30 Va -7.18 8
K-p-kvinon 48 n -9.04 5
Metilacija
K-3'-OMe 33 vnl -9.14 39 vnd -8.04 7
K-3'-OMe-3-A 19 vnl -9.44 42 vn4 -8.78 5
K-3'-OMe-4'-A 41 n -9.93 48 Vb -7.53 5
K-3'-OMe-7-A 46 n -8.53 5
K-3'-OMe-p-kvinon| 12 n -9.17 28 n -9.06 5
K-4'-OMe 5 vnl -8.88 47 n -8.62 9
K-4'-OMe-3-A 23 vnl -9.88 44 n -9.06 9
K-4'-OMe-7-A 4 vnl -9.04 53 n -8.73 5
Sulfatacija
K-3-OSulf 4 n -9.24 63 vn4 -8.31 8
K-3-OSulf-4'-A 30 Va -9.66 4
K-3-0Sulf-7-A 3 n -10.51 | 67 vs/ob -9.21 6
K-3-OSulf-o-kvinon| 19 Va -9.23 22 vn4 -8.19 10
K-7-OSulf 10 n -12.11 52 vs/ob -8.65 12
K-7-OSulf-o-kvinon| 19 n -11.89 | 41 vs/ob -9.26 9
K-7-OSulf-p-kvinon| 14 n -11.07 | 39 vs/ob -9.52 7
K-3'-OSulf 10 n -10.83 | 33 Vb -8.71 10
K-3'-OSulf-3-A 12 n -11.09 41 Va* -9.6 15
K-3'-OSulf-4'-A 23 n -11.61 38 Va -10.74 7
K-3'-0Sulf-7-A 3 n -10.65 | 37 vs/ob -8.75 15
Glukuronidacija
K-3-0G 35 Vb -8.19 20
K-3-0G-4'-A 26 Va -9.36 39 Vb -8.97 18
K-3-0G-7-A 1 n -9.50 16 Va -8.08 13
K-3-0G-0-kvinon 33 Va -9.48 45 Vb -9.43 11
K-4'-0G 6 n -9.51 39 |Va.Gizvan| -8.28 16
K-3-0G-3'-OMe 11 Va -8.7 22 Vb -8.58 27

Oznake kao u tablicama 9 15.
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Tablica 18. Rezultati molekulskog uklapanja kvercetina i njegovih metabolita u PVM1 strukture BSA
40R0. 3D strukture pripremljene se u programu Marvin s parc. at. nabojima izra¢unatim u programu
AD.

najpovoljniji najzastupljeniji
% Nacin E,/ % Nacin E./
METABOLIT konf. | vezanja |kcal/mol|konf.| vezanja |kcal/mol |#klastera

kvercetin, K 28 n -7.87 36 vn4d -6.59 5
K-4'-A 13 vnl -8.38 33 n -7.87 7
K-7-A 34 n -8.46 41 vs/ob -6.81 7
K-o-kvinon 8 vnl -8.2 29 n -7.92 5
K-p-kvinon 32 n -8.27 6
Metilacija

K-3'-OMe 16 vnl -8.07 18 n -7.34 10
K-3'-OMe-3-A 24 vnl -8.56 45 vs/ob -7.54 9
K-3'-OMe-4'-A 19 vnl -8.65 26 vs/ob -7.15 10
K-3'-OMe-7-A 35 vnl -8.35 42 vn4d -7.07 5
K-3'-OMe-p-kvinon | 8+29 n -8.4 57 vs/ob -8.18 5
K-4'-OMe 7 vnl -8.44 19 n -7.97 10
K-4'-OMe-3-A 5 vnl -8.94 30 n -8.03 7
K-4'-OMe-7-A 6 vnl -8.6 33 n -8.5 13
Sulfatacija

K-3-OSulf 10 vs/ob -7.79 60 vnéd -6.78 9
K-3-OSulf-4'-A 7 vs/ob -7.86 50 Vb -7.39 13
K-3-OSulf-7-A 27 vs/ob -8.35 58 vn4 -7.2 9
K-3-OSulf-o-kvinon| 23 Va -8.26 26 Vb -7.64 10
K-7-OSulf 19 n -9.6 39 vs/ob -8.68 7
K-7-OSulf-o-kvinon | 15 n -11.48 43 vs/ob* -8.8 9
K-7-OSulf-p-kvinon | 20 n -10.62 | 38 vs/ob* -8.91 5
K-3'-OSulf 8 n -10.15 | 38 Va -8.11 10
K-3'-0Sulf-3-A 22 n -10.73 | 40 Va -8.68 9
K-3'-OSulf-4'-A 10 n -10.74 | 50 Vb -8.71 5
K-3'-OSulf-7-A 9 n -10.71 | 39 Va -8.56 11
Glukuronidacija

K-3-0G 54 Va -7.48 20
K-3-0G-4'-A 35 Vb -8.15 17
K-3-0G-7-A 27 Va -8.24 30 vn4 -7.26 18
K-3-0G-o0-kvinon 55 Va -8.54 15
K-4'-0G 7 Va -7.7 35 Vb -7.08 10
K-3-0G-3'-OMe 1 n* -8.67 18 Vb -7.8 34

Oznake kao u tablicama 9 15.

3.6.2. Ucinak metabolickih transformacija na vezanje kvercetina

Rezultati molekulskog uklapanja pokazuju da se kvercetin i njegovih metaboliti razli¢ito vezu
u ljudski i govedi SA. Kvercetin se u BSA veze u procjep izmedu domena Il i lll, tj. izvan
varfarinskog VM1 (tablica 18, slika 38 a). Najzastupljeniji klaster je odgovarao nacinu vezanja
vn4 unutar VM1, u kojem kvercetin u BSA ostvaruje sli¢ne interakcije kao i u HSA (slika 38 b).
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Medutim, kako je taj klaster veci od prvog, energijski najpovoljnijeg, za svega 8 konformacija,
ali pripadnom energijom vezanja nepovoljniji za 1.28 kcal/mol, kao reprezentativan nacin
vezanja kvercetina u BSA odabran je nacin n (slika 38 b). S nabojima iz Marvina, predvideno
vezanje takoder u procjepu, ali na nacin vnl (tablica 17, slika 20 b i 38 a).

Deprotonacija kvercetina ne mijenja naproksenski nacin vezanja, n, kvercetina, ali je
predvideno da povecava afinitet kvercetina za BSA (tablice 17 i 18). Za kvinone kvercetina su
takoder predvideni analogni polozZaji vezanja na BSA kao za aglikon. No, orijentacija
kvinoskih oblika u veznom mjestu je obrnuta u odnosu na aglikon (slika 39).
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Slika 38. Vezanja kvercetina u PVM1 u strukturi BSA 40RO0. a) Energijski najpovoljniji nacini vezanja predvideni s
parc. at. nabojima izracunatim u programu AD (zelena) i Marvin (cijan). b) Najpovoljniji nacin vezanja (n) u
procjepu (zelena) i najzastupljeniji nacin vezanja (vn4, narancasta), predvideni sa strukturom s parc. at.
nabojima iz programa AD. Kristalografski poloZaj vezanja naproksena oznacen je ruZzicasto.
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Slika 39. Predvideni nacini vezanja n za o-kvinon (narancasta) i p-kvinon kvercetina (cijan) u odnosu na
predvideni nacin vezanja aglikona kvercetina (zelena).

Za metilirane metabolite kvercetina takoder je predvideno da se preferentno veZzu u procjep,
tj. izvan VM1. Vezni nacin vn1 (slika 40) predviden je kao energijski povoljniji od nacina n za
oba metilirana metabolita (tablice 17 i 18). Deprotonacija etera sniZzava energiju vezanja za
sve ispitivane anionske oblike, kao i u slu¢aju aglikona.
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Slika 40. Predvideni nacini vezanja (vnl) 3'-metil- (Zuta) i 4'-metil-kvercetina (ruzicasta) u strukturi BSA 40R0.

Energijski najpovoljniji nacini vezanja za vecinu sulfata odgovaraju naproksenskom nacinu
vezanju u procjepu, n (tablice 17 i 18). Medutim, najzastupljeniji nacini vezanja odgovaraju
vezanju sulfata kvercetina u VM1 BSA. Orijentacija 4-kromanonske jezgre u VM1 (vn4, Va,
Vb, vs/ob) odredena je poloZajem sulfatne grupe i njenim interakcijama s BSA. U 3-0
izomeru, za koji se mozZe ocekivati vezanje unutar VM1, sulfatna grupa tvori interakcije s
His241 te s Arg256 i Tyr149 (slika 41). U 3'-0i 7-0 izomerima, sulfatna grupa je smjesStena pri
ulazu u VM1 gdje tvori interakcije s pozitivno nabijenim grupama aminokiselinskih ostataka
Argl94, Argl99, Arg217, Lys221 (slika 41). | u nacinu vezanja n, sulfatna skupina u oba ova
izomera tvori interakcije s istim aminokiselinama.

Dok je za ljudski albumin predvideno najpovoljnije vezanje 3'-O-sulfata (tablice 9 i 10), za
govedi albumin najpovoljnija energija vezanje je predvidena za 7-O-sulfat i njegove
oksidirane kvinonske oblike koji su zadrzali isti nadin vezanja kao i neoksidirani oblik (tablice
17 i 18). Najmaniji afiniteti vezanja za BSA, manji od aglikona, kada se normira energija
vezanja s brojem ,teskih“ atoma, predvideni su za 3-O izomer. Deprotonacija OH grupa
sniZzava energiju vezanja, narocito za kvercetin-3'-O-sulfat.
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Slika 41. Predvideni nacini vezanja sulfata kvercetina u strukturi BSA 40RO0 a) s najpovoljnijom energijom
vezanja i b) najzastupljeniji za kvercetin-3'-O-sulfat -cijan, kvercetin-3-O-sulfat —zelena i kvercetin-7-O-sulfat -
ruzicasta.

Od svih promatranih metabolita kvercetina jedino za glukuronide nije predvideno vezanje u
procjep, nego unutar VM1 BSA (tablice 17 i 18). Za sva tri glukuronida COO~ grupa
glukuronskog fragmenta tvori interakcije s argininskim ostacima Arg217, Argl94 i Argl98.
Kromanonski dio A/C i prsten B su smjesteni u skladu s tim dominantnim interakcijama (slika
42).
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Kao i u slucaju ostalih metabolita, deprotonacija 3'-OH ili 4'-OH grupe te njihova oksidacija u
kvinonski oblik poveéavaju afinitet vezanja 3-O-glukuronida na BSA. Za razliku od humanog
albumina, prema dobivenim rezultatima 4'-O-glukuronid se veZe na govedi albumin i to
unutar VM1.
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Slika 42. Predvideni nacini vezanja glukuronida kvercetina (Marvin_AD) u strukturu BSA 40RO0. Kvercetin-3-O-
glukuronid (zelena) vezan je na nacin Va, a 3'-O-metil-kvercetin-3-O-glukuronid (cijan) i kvercetin4'-O-
glukuronid (ruzicasta) na nacin Vb.

3.6.3. Molekulsko uklapanje katehina i njihovih metabolita

Za uklapanje katehina i njihovih metabolita u strukturu BSA 40R0 koristene su pocetne
strukture generirane programom Marvin, s parc. at. nabojima izracunatim u AutoDocku.
Rezultati uklapanja ovih struktura prikazani su u tablici 19.

3.6.3.1. Vezanje EGCG-a i njegovih metabolita
Za EGCG je molekulskim uklapanjem u albumin BSA predvideno vezanje izvan VM1, u nacinu
vnl, vrlo malim postotkom konformacija, ali s vrlo povoljnom energijom vezanja (tablica 19).
Taj nacin vezanja u BSA jedan je od predvidenih i za kvercetin, pri ¢emu ova dva polifenola
mogu ostvarivati sli¢ne interakcije s BSA (slika 43). U tom nacinu vezanja galoilna grupa D
ostvaruje interakcije s Argl94, Arg217 i Asp450, dok 3'-OH grupa galoilnog prstena B
ostvaruje H-vezu s Trp213.
No, najzastupljeniji poloZaj vezanja EGCG-a je unutar VM1, kao i u HSA.
Medutim, i nacin vezanja EGCG-a u VM1 BSA razlikuje se od onog predvidenog za vezanja u
HSA (Va), kao i od nacina vezanja kvercetinskih metabolita u VM1 BSA. U njemu je EGCG
smjeSten u VM1 okomito, prstenom B prema gore, pri ¢emu skupina 4'-OH ostvaruje H-veze
s Arg198 (slika 43). Prsten D je smjeSten u straznji dio VM tvoreci H-veze s Tyr149 i Arg256.

Deprotoniranje, bilo jedne grupe OH na polozZaju 4' ili 4" ili obje te grupe, nije dovelo do
promjene moguceg nacina vezanja EGCG-a u BSA, ali je poveéalo njegov afinitet za vezanje
na BSA zbog povoljnijih ionskih interakcija nastalih fenoksidnih aniona s odgovarajuc¢im
argininskim ostacima npr. Arg198 (slika 43, tablica 19).

Medutim, metiliranje skupina 4“-OH i 4'-OH, iako nije promijenilo nacin vezanja u PVM1,
smanijilo je afinitet vezanja EGCG-a na BSA (tablica 19). Za 4'-O-sulfat EGCG-a predvideno je,
razli¢ito nego za HSA, da se u BSA veZe u procjepu na nacin n, a prema dobivenim energijama
vezanja 3'-0 i 4“-O-glukuronidi EGCG-a se ne veZu na BSA.

57



Tablica 19. Rezultati molekulskog uklapanja (Marvin_AD) EGCG-a, njegovih anionskih oblika i
metabolita, te EGC-a i EC-a i njihovih metabolita, u PVM1 strukture BSA-a 40RO0.

najpovoljniji najzastupljeniji
% Nacin vezanja Ev/ % Nacin vezanja Ev/ #
METABOLIT konf. kcal/mol| konf. kcal/mol | klastera

EGCG 3 vnl -10,96 41 okomito-u VM1 -8,47 21
EGCG-4'-A 2 vnl -10,86 60 okomito-u VM1 -9,07 13
EGCG-4"-A 2 vnl -11,52 61 okomito-u VM1 -8,73 10
EGCG-4',4"-DiA 4 vnl -11,5 63 okomito-u VM1 -9,36 12
4''-OMe-EGCG 3 vnl -9,66 24 okomito-u VM1 -7,41 35
4',4"-Di-OMe-EGCG 1 n -8,74 17 okomito-u VM1 -7,19 39
EGCG-4'-0OSulf 1 n -10,99 14 n -6,85 31
EGCG-3'-0G 1 (djelomicnouvMil| -7,14 6 |djelomicnouVM1| -6,05 53
EGCG-4"-0G 10 (djelomi¢cnouVM1| -6,62 11 (djelomic(houVvMl| -6,17 47
EGCG-4"-0G-4'-A 6 vnd -7,86 11 vs/ob -7,43 40
EGC 35 n -7,77 11
4'-OMe-EGC 15 n -7,65 31 Vb*/u VM1 -5,94 13
EC 11 vnl -8,37 19 n -8,21 9
3'-OMe-EC 18 vnl -8,53 33 Vb -6,64 10
EC-3'-OSulf 6 n -10,25 53 Vb -8,66 6
EC-5-0G 3 n -8,44 24 Vb*/uVvM1 -7,01 22
EC-3'-0G 3 Va -8,29 15 vnd -7,86 24
3'-OMe-EC-5-0G 2 n* -8,44 22 Va -7,25 30
y-valerolakton-DiOH 13 izvan VM1 -6,66 29 uvmi -6,06 15
y-valerolakton-TriOH 13 izvan VM1 -6,46 31 uvmMi -5,99 12

Oznake kao u tablicama 9 15.
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Slika 43. Predvideni nacini vezanja EGCG-a u PVM1 strukture 40R0 BSA-a, u procjepu (vnil, zelena) i u VM1
(Zuta). PoloZaj vezanja vn1 kvercetina u BSA u odnosu na naznacen je zelenim linijama, dok je analogan nacin
vezanja EGCG-a prikazan 'Stapi¢ima’.
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3.6.3.2. Vezanje EGC-a i njegovih metabolita

Uklapanjem EGC-a i njegovog metabolita metiliranog na poloZaju 4', predviden je nacin
vezanja n izvan VM1, tj. u procjepu albumina, analogno rezultatima dobivenim za kvercetin
(tablica 19, slika 44 a). Katehin EGC ostvaruje i gotovo identi¢ne interakcije kao kvercetin
(poglavlje 3.6.2., slika 38 a). Energije vezanja EGC-a i kvercetina su takoder sli¢ne.

3.6.3.3. Vezanje EC-a i njegovih metabolita

Uklapanjem EC-a i njegovog 3'-O metiliranog metabolita predvideno je vezanje u procjepu,
na nacin vnl ili n (tablice 18 i 19, slika 44 a), sliéno kao i za kvercetin (tablica 10). Energija
vezanja EC-a u nacinu vnl povoljnija je od one predvidene za kvercetin (Marvin_AD).
Neplanarnost prstena C u flavanalu EC-u, u odnosu na flavonol kvercetin, je omogucila
ostvarivanje H-veze njegove grupe 3-OH sa Ser343 BSA (slika 44 a).

Kao i u sluéaju kvercetina, sulfatacija EC-a povoljno utjee na njegovo vezanje na BSA.
Sulfatna grupa i u nadinu vezanja n u procjepu i Vb unutar VM1 ostvaruje interakcije s
pozitivno nabijenim aminokiselinama na ulazu u VM1 Arg194, Arg198, Arg217 i Trp213.

Za razliku od sulfatacije, glukuronidacija ovog katehina nije povecala njegov afinitet za
vezanje na BSA (tablica 19, slika 44 b).
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Slika 44. a) Predvideni nacini vezanja EGC-a (n, narancasta) i EC-a (vn1, cijan) BSA u odnosu na analogne
predvidene nacine vezanja kvercetina (zelena). b) Predvideni nacini vezanja u unutrasnjosti VM1: EGCG-4"-O-
glukuronid-4-A (vn4, zelena), EC-3'-O-sulfat (Vb, cijan) i EC-3'-O-glukuronid (vn4, ruZicasta) u VM1 BSA.

3.6.3.4. Vezanje valerolaktona
Za valerolaktone su predvideni nacini vezanja u BSA sli¢ni onima u HSA. Zbog njihove male i
fleksibilne strukture oni se mogu uklopiti i u procjep i unutar VM1 sa slicnim afinitetom
(tablica 19).
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4. RASPRAVA

Zbog visokog stupnja homologije izmedu aminokiselina koje definiraju VM1 u HSA i BSA,
fizikalno-kemijska svojstva tunela, odnosno Supljine tog veznog mjesta u oba serumska
albumina vrlo su sli¢na. Ukupni naboj VM1 je opcenito pozitivan. Isklju¢enost Lys221 iz VM1
u strukturama BSA uzrok je manjeg ukupnog naboja. VM1 je polarno tj. hidrofilnog karaktera
u oba SA (negativan indeks hidropatije), te se moze ocekivati da ¢e povoljnije vezati ligande
slicnih svojstava, osobito one negativno nabijene. To je u skladu s poznatim afinitetom
lijekova takvih svojstava prema VM1 (Ghuman i sur. 2005). VM1 u strukturi HSA 2BXD nesto
je hidrofobnije nego u ostale tri strukture zbog veéeg doprinosa Leu238 i Leu219.

Duljina i Sirina tunela razlikuju se od strukture do strukture. S obzirom na Sirinu tunela, apo
forme HSA i BSA (1A06 i 4F5S) su sli¢nije nego njihove konformacije u kompleksu s ligandima
(2BXD i 40R0), Sto ukazuje na konformacijske promjene aminokiselinskih ostataka u VM1
prilikom vezanja liganada (Ghuman i sur. 2005). To¢ke najmanjeg radijusa predstavljaju
»usko grlo”, koje se moze interpretirati kao mjesto selekcije liganada na temelju moguénosti
prolaska kroz njega. U apo formama, 1A06 i 4F5S, ,usko grlo“ se nalazi na ~4 A. Sli¢no je i u
strukturi 40R0 gdje je u VM1 vezan di(hidroksietil)eter. Medutim, vezanje 3 molekule
liganda naproksena izvan VM1, ali u njegovoj blizini, se odrazilo na konformaciju, tj. Sirinu
VM1 u strukturi 40R0. U strukturi 2BXD s vezanim varfarinom, profil VM1 je razlicit, s ,,uskim
grlom“ na ~5 A, $to ukazuje na moguénost smjestanja veé¢ih molekula u VM1 te strukture.
,Usko grlo” u strukturi HSA 2BXD ¢ine Lys199, Trp214, Arg218 i Arg222, a u strukturi BSA
40R0 Argl198, Trp213, Arg217 i Ala290. Dakle, u oba SA, VM1 (¢ine pozitivho nabijeni
aminokiselinski ostaci i aromatski triptofanski ostatak Sto je u skladu s afinitetom tog VM1 za
negativno nabijene lipofilne spojeve (Ghuman i sur. 2005, Gleeson 2008). Primjer takvih
spojeva su i prirodni polifenoli.

Analiza glavnih komponenti na skupovima polifenola kvercetina i katehina EGCG-a, EGC-a i
EC-a te njihovih metabolita je pokazala kako metabolicke modifikacije utje¢u na fizikalno-
kemijska svojstva kvercetina te time i na svojstva ADME.

Glukuronidi, najveéi proucavani metaboliti, karakterizirani su i najve¢im polarnim i
najhidrofilnije molekule u prouc¢avanom skupu. Prosjecne vrijednosti particijskog koeficijenta
logP za glukuronide 0.04 i za sulfate 0.31 su znatno manje od logP kvercetina 2.08. Zbog toga
je za ove metabolite predvidena najmanja sposobnost prolaska kroz membrane modelnih
stanica (CACO2). VolSurf+ je predvidio i da sulfatacija i glukuronidacija zna¢ajno smanjuju
vezanje na HSA, dok bi kapacitet za prolazak kroz krvno-moZdanu barijeru trebao biti
znacajno maniji jedino za glukuronidne konjugate.

Nasuprot njima, najvece vrijednosti particijskog koeficijenta izmedu oktanola i vode (logP),
permeabilnosti kroz membrane modelnih stanica (CACO2) i logaritam permeabilnosti kroz
krvno-moZzdanu barijeru (LgBB), uz sam kvercetin, imaju i njegovi metilirani metaboliti kao i
njegovi oksidirani kvinonski oblici. Metilacija flavonoida rezultira poja¢anim membranskim
transportom, $to utjeCe na njihovu apsorpciju i biodostupnost (Walle 2009), te upravo
metilirani derivati mogu imati pojacanu aktivnost npr. inhibicije proliferacije stanica raka
(Walle i sur. 2007).

Najvece promjene u svojstvima ADME kvercetina i katehina posljedica su uvodenja
negativno nabijenih grupa velike molekulske mase, sulfatne ili glukuronatne. S obzirom na
izraCunate vrijednosti, kvercetin se srednje jako veze na HSA, dok se sulfati i glukuronidi ne
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bi trebali vezati. No predvidena vrijednost PB za kvercetin od 60% (srednja) je bliska onoj
predvidenoj u ovom radu i znacajno podcijenjenoj za varfarin (61.7%, za razliku od
eksperimentalne vrijednosti 99.2% (Valko i sur. 2003)). Takoder, predvidanje da sulfatacija i
glukuronidacija znatno smanjuju afinitet promatranih polifenola za vezanje na albumin nije u
skladu s eksperimentalnim rezultatima (Janisch i sur. 2004, Xiao i Kai 2012). Dakle, mozZe se
ocekivati da VolSurf+ podcjenjuje afinitet promatranih spojeva za vezanje na HSA, Sto je u
ovom radu proucavano molekulskim uklapanjem u strukturu 2BXD.

Detaljna analiza rezultata molekulskog uklapanja varfarina, liganda u odabranoj strukturi
HSA 2BXD, i ostalih testnih spojeva, omogudila je bolje razumijevanje modela i metoda
koriStenih za molekulsko uklapanje i analizu rezultata za kvercetin i katehine zelenog ¢aja, te
njihove metabolite, kao i deprotonirane i dvostruko oksidirane oblike.

Vezanje varfarina u VM1 HSA do sada je istraZzivano ra¢unalnim metodama molekulskog
uklapanja i molekulske dinamike (Johari i sur. 2014, Deeb i sur. 2010). No detaljna analiza
utjecaja pocetne strukture, ukupnog naboja te parcijalnih atomskih naboja na uklapanje nije
opisana. Stoga je u ovom radu ispitan utjecaj ovih faktora na molekulsko uklapanje varfarina
u VM1 albumina HSA.

S obzirom na vrijednost negativnog logaritma ravnoteZne konstante disocijacije kiseline, pKa
= 5.0 (Hiskey i sur. 1962), skupina 4-OH varfarina je deprotonirana pri pH ~ 7 (ujedno i pH pri
kojem su kristalografske strukture njegovih kompleksa s HSA, 2BXD i 1H9Z odredene). Bududi
da je razlog kiselosti te skupine delokalizacija negativnog naboja kroz pironski prsten,
istraZzen je utjecaj aromaticnosti, karakterizirane ravhomjernom raspodjelom parc. at. naboja
u pocetnim strukturama, na reprodukciju kristalografskog nacina vezanja R-varfarina iz
strukture 2BXD molekulskim uklapanjem.

U radu lbrahim i sur. (2015) pokazano je da priprema struktura u razli¢itim programima
takoder moZe utjecati na rezultate virtualnog probira spojeva molekulskim uklapanjem.
Strukturni parametri koji mogu dovesti do neuskladenosti rezultata su: i) razlicit odabir
protonacijskog i tautomernog stanja liganada i proteina i ii) razlicita poc¢etna 3D konformacija
molekula, koja utjece i na odabir parametra polja sila programa za molekulsko uklapanje.
Najvece razlike rezultata uklapanja bile su uocene za strukture s najve¢om fleksibilnosti, kao
$to su molekule s ve¢im brojem rotabilnih veza ili mnogoclane prstenaste molekule (lbrahim
i sur. 2015), Sto je potvrdeno i u ovom radu.

S racunskog aspekta, pocetne konformacije i parc. at. naboji utjecali su na rezultate
molekulskog uklapanja AutoDockom kroz broj predvidenih nacdina vezanja i njihovu
napucenost. Vrijednosti predvidenih energija vezanja ovisile su prvenstveno o parc. at.
nabojima, Sto je karakteristika pristupa temeljenih na upotrebi polja sila (Bikadi i Hazai
2009). lako su u vecini slu¢ajeva pocetne konformacije metabolita izraCunate s tri programa
bile medusobno slicne, parc. at. naboji izraCunati razli¢itim programima medusobno su se
razlikovali, narocito za anione. Upotreba raznih pocéetnih konformacija i parc. at. naboja
omogucila je da se detaljnije i vjerodostojnije istraZi utjecaj metabolickih transformacija na
vezanje proucavanih polifenola na serumske albumine.

Usporedba kristalografskih struktura kompleksa HSA s R-varfarinom, 2BXD i 1H9Z, sa
strukturom kompleksa sa S-varfarinom, 1HA2, pokazuje da se oba enantiomera veZu
jednako, na isto mjesto i na jednak nacin. Uklapanjem raznih pocetnih struktura R- i S-
enantiomera varfarina u vezna mjesta VM1 i PVM1 pomocu AutoDocka predvideno mjesto
vezanja bilo je jednako i odgovaralo je onom eksperimentalno odredenom, tj. VM1.
Medutim, kristalografski nacin vezanja nije jednoznacéno bio reproduciran.
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Bez obzira na pocetnu konformaciju i vrijednosti at. naboja, nacin vezanja R-varfarina
predviden kao energijski najpovoljniji u ovom radu bio je jednak za sve pocetne strukture
aniona 4-O~. Takoder, sa svim pocetnim strukturama, sa slicnim energijama vezanja je
predviden kristalografski poloZaj vezanja 2-kromanonske jezgre, no uglavnom s obrnutom
orijentacijom u odnosu na onu kristalografsku iz strukture 2BXD, tzv. nacin vezanja Vb.

Ovi rezultati se razlikuju od onih u radu Johari i sur. (2014), gdje su molekulskim uklapanjem
neutralnog varfarina u VM1 strukture 1H9Z, bez molekule vode, pomocu AutoDocka
predvidjeli kao poloZaj vezanja R-varfarina onaj kristalografski. Medutim, to VM1 je
,hepotpuno” zbog toga Sto nedostaje bocni ogranak kljuéne aminokiseline Lys199.
Kristalografski nacin vezanja iz strukture 2BXD u naSem je radu tocno reproduciran, s
obzirom i na smjestaj i orijentaciju kromanonskog prstena i supstituenata, jedino uklapanjem
struktura M2 i OB u strukturu HSA 2BXD. Za razliku od ostalih poéetnih struktura, u ovima je
at. naboj na atomima 2-O i 4-O bio podjednak, Sto je karakteristika deprotoniranog 4-O~
aniona varfarina. Takoder, u obje ove strukture orijentacija fenilnog prstena i oksobutilne
skupine na atomu 11-C bila je analogna onoj u kristalografskoj strukturi varfarina iz 2BXD.
Dodatno, duljina veza strukture OB je bila u skladu s onima R-varfarina iz kompleksa 2BXD,
Sto je vjerojatno doprinijelo postizanju interakcija s analognim aminokiselinama albumina
kao u kristalografskoj strukturi. Medutim, u radu Ghuman i sur. (2005), autori isticu
ekvivalentnost interakcija karbonilnih kisikovih atoma varfarina s aminokiselinama Lys199 i
Arg222. Ta ekvivalentnost omogucuje analogan nacin vezanja R- i S- enantiomera varfarina,
te isto tako ne iskljucuje mogucnost vezanja varfarina na nacin Vb, u odnosu na Va koji je
naveden za strukturu 2BXD.

U bazi PDB-u, osim kompleksa HSA s varfarinom, bile su dostupne i kristalografske strukture
kompleksa HSA s ligandima veznog mjesta VM1 indometacinom (2BXM, 2BXK) i salicilnom
kiselinom (2130 i 3BO9M) te veznog mjesta VM2 ibuprofenom (2BXG) i oksazepamom (2BXF)
(Ghuman i sur. 2005, Yang i sur. 2007, Zhu i sur. 2008), te su i one koristenje za testiranje
molekulskog uklapanja AutoDockom. lako je kristalografski nacin vezanja to¢no predviden
molekulskim uklapanjem jedino za ibuprofen (u VM2), za sve testne ligande preferentna
mjesta vezanja su uspjeSno predvidena. Time je opravdano ocekivanje uspjeSnosti
AutoDocka i u predvidanju poloZaja vezanja kvercetina i katehina te njihovih metabolita.
Razlike u vrijednostima parc. at. naboja na ligandima testnog skupa, izracunatim razlic¢itim
programima, iako nisu znatno utjecale na predvidanje nacina vezanja, imale su u nekim
sluc¢ajevima velik utjecaj na procijenjene energije vezanja. To je ukazalo na vaznost njihovog
razmatranja prilikom analize rezultata i medusobne usporedbe afiniteta vezanja proucavanih
metabolita.

Zbog strukturne sli¢nosti varfarina i kvercetina, pretpostavljeno je da se kvercetin i njegovi
metaboliti, barem oni sli¢ne veli¢ine, vezu u isto vezno mjesto, VM1, kao i varfarin. Stoga je
molekulsko uklapanje kvercetina i njegovih metabolita provedeno na analogan nacin kao i za
varfarin (i testne spojeve) u prosireno varfarinsko vezno mjesto PVM1. Dobiveni rezultati su
potvrdili polaznu pretpostavku. Kvercetin i gotovo svi njegovi metaboliti vezali su se u VM1 u
strukturi HSA 2BXD. Medutim, predvideni nacini vezanja nisu u svim slucajevi bili analogni
onima za anion varfarina.

U nacinu vezanja u unutrasnjosti VM1, vn4, kvercetin je stvarao interakcije s istim
aminokiselinskim ostacima kao i R-varfarin. Vezani kvercetin je neplanaran, s prstenom B
zarotiranim u odnosu na planarni kromanonski dio A/C, u skladu s eksperimentalnim,
spektroskopskim podacima (Zsila i sur. 2003). Predvidena energija vezanja kvercetina na
nacin vn4 unutar VM1 HSA, u rasponu -7.21 do -7.25 kcal/mol, je takoder u skladu s
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eksperimentalnim rezultatima u radu Sengupta i Sengupta (2002), u kojem je
fluorescencijskom spektroskopijom utvrdeno da se kvercetin veZe na HSA u blizini Trp214, s
promjenom slobodne energije AG=-7.20 kcal/mol. Bolli i sur. (2010) takoder su
eksperimentalno odredili slichu AG za vezanje kvercetina na HSA -7.46 kcal/mol. U radu
Rawel i sur. (2005) odredena je AG za HSA neSto niza, -8.13 kcal/mol, Sto je sli¢nije
rezultatima dobivenim s parc. at. nabojima iz programa Marvin u istom nacinu vezanja, a
takoder je blize energijama vezanja predvidenim za anione kvercetina. Stoga se moie
zakljuciti da je predvideni nacin vezanja kvercetina unutar VM1 u HSA znatno vjerojatniji
nego onaj u procjepu izmedu domena Il i lll, vnl, bez obzira na protonacijsko stanje.

Pri pH ~7.4 kvercetin je prisutan i kao neutralan i kao anion (Stepanic¢ i sur. 2013). Prema
naSim rezultatima, u oba ionska stanja kvercetin se analogno veie na HSA. Prema
rezultatima s parc. at. nabojima iz AutoDocka, anioni kvercetina se vezu u VM1 HSA nesto
povoljnije, Sto je u skladu su s eksperimentalnim rezultatima koji pokazuju da snizenje pH
povecava konstantu disocijacije kvercetina (Rawel i sur. 2005, Doufur i Dangles 2005).

Bududi da i ostali predvideni nacini vezanja - vnl u srediSnjem procjepu HSA, kao i Va, Vb te
vs/ob u VM1 koji predstavljaju vezanje promatranih aniona - odgovaraju nekima od lokalnih
minimuma energije vezanja, i oni ukazuju na potencijalna mjesta vezanja kvercetina i
njegovih derivata. Nacin vezanja vnl u srediSnjem procjepu takoder mozZe indicirati put
ulaska ovih molekula u VM1. Ovi primjeri demonstrirali su da upotreba raznih pocetnih
konformacija i parc. at. naboja u molekulskom uklapanju pruza opsirnije i detaljnije rezultate,
¢ime omogucuje precizniju analizu.

lako ne postoje eksperimentalni podaci za vezanje kratkoZivucih kvinonskih oblika kvercetina
na albumin, iz rezultata ovog rada moZe se pretpostaviti da se i ovi dvostruko oksidirani
oblici veZu na analogan nacin i sliénim afinitetom kao i aglikon.

Kvercetin mozZe biti metiliran na jednoj od dvije kateholne skupine, ¢eS¢e 3'-OH (Mullen i sur.
2006). Utjecaj metilacije kvercetina na afinitet prema SA ispitivan je u radu Doufur i Dangles
(2005), prema kojem metilacija grupe 3'-OH smanjuje afinitet vezanja kvercetina u BSA, ali
nema znacajan utjecaj na afinitet vezanja na HSA. Prema nasim rezultatima, metiliranje ovih
grupa ne utjeCe znacajno na mjesto, nacin i afinitet vezanja kvercetina na HSA.
Deprotoniranje kiselih hidroksilnih grupa (3-OH, 4'-OH ili 7-OH), dvostruka okisidacija u p-
kvinonski oblik ili metilacija nisu utjecale znacajno na polozaj i afinitet vezanja. Stoga ovaj
rezultat molekulskog uklapanja daje pouzdanu potvrdu poznatih eksperimentalnih rezultata i
omogucuje pretpostavku rezultata za koje eksperimentalni rezultati nisu dostupni.

Sulfatacija je, kao i metilacija, moguéa na nekoliko poloZaja, ovisno o enzimima,
sulfotransferazama, koje sudjeluju u tom metabolickom procesu (Mullen i sur. 2006, O'Leary
i sur. 2003). Najcesca je sulfatacija kvercetina na polozaju 3', a u ovom je radu proucavan i
utjecaj sulfatacija na polozajima 3 i 7 (Day i sur. 2001, Mullen i sur. 2006, Lee i sur.2012).
Najpovoljnije vezanje medu sulfatiranim metabolitima predvideno je za kvercetin-3'-O-
sulfat, ujedno i najzastupljeniji sulfatirani metabolit kvercetina u krvnoj plazmi.
Eksperimentalno odredene konstante vezanja kvercetin-7-O-sulfata i kvercetin-3-O-sulfata
na HSA odredene su kao nesto vise od one za kvercetin (Doufur i Dangles 2005). | Janisch i
sur. (2004) odredili su slican odnos vrijednosti konstanti 'gasenja’ fluorescencije Trp214 ovim
metabolitima. Medutim, niZe su, i medusobno slicne vrijednosti, dobili za kvercetin-3'-O-
sulfat i aglikon, Sto odgovara njihovim vecim afinitetima za vezanje na HSA.

Budu¢i da su mjesto vezanja, kao i afiniteti vezanja sulfata kvercetina, predvideni u ovom
radu, vrlo sli¢ni onima predvidenim za varfarin i ostale lijekove koji se vezu u VM1, koristene
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za testiranje uklapanja u strukturu 2BXD, mozZe se pretpostaviti da ovi kvercetinski metaboliti
mogu znacajnije utjecati na transport i bioraspolozivost lijekova u krvi.

Za razliku od toga, glukuronidacija se nije pokazala toliko povoljnom modifikacijom za
vezanje na HSA. U radu Janisch i sur. (2004) odredeni su takoder slabiji afiniteti kvercetin-3-
O-glukuronida i 3'-O-metil-kvercetin-3-0O-glukuronida za HSA u odnosu na aglikon. Najslabiji
je afinitet u tom radu odreden za kvercetin-4'-glukuronid, za koji su i molekulskim
uklapanjem u ovom radu predvideni vrlo nepovoljni nacini i energije vezanja na HSA. S
obzirom na veli¢inu glukuronida kvercetina, moze se zakljuciti da njihove interakcije s
aminokiselinama u VM1 HSA nisu dovoljno povoljne kako bi se prevladala energetska
barijera prilikom vezanja ovih metabolita. To moZe utjecati na njihovu vecu slobodnu
koncentraciju u plazmi i bioraspolozivost, ali i dostupnost za daljnje metabolicke modifikacije
u jetri ili ciljnim tkivima (Mullen i sur. 2006, O'Leary i sur. 2003).

Rezultati molekuskog uklapanja katehina EGCG-a, EGC-a i EC-a, te njihovih metabolita,
provedenog na analogan nacin kao i za kvercetin i njegove metabolite u PVM1 HSA, su
potvrdili polaznu pretpostavku da se katehinski metaboliti takoder vezu u VM1 (ili
djelomi¢no vezu, ovisno o veliini). Predvidene energije vezanja u skladu su s rezultatima
dobivenim eksperimentalnim metodama (Ishi i sur. 2011, Xiao i sur. 2010, Zinellu i sur.
2014), koji su pokazali da EGCG ima znatno vedi afinitet za vezanje na HSA nego EGC i EC, koji
se prema njihovim rezultatima vrlo slabo vezu na HSA. To sugerira vaznost galoilne skupine
EGCG-a za afinitet vezanja. Interakcije galoilne skupine u nacinima vezanja predvidenim u
ovom radu potvrdile su se kao vrlo povoljne za vezanje EGCG-a na HSA, kako u odnosu na
EGC i EC, tako i u odnosu na kvercetin. Vezanje EGCG-a na protein nosa¢ moze imati zastitnu
funkciju za sprje¢avanje njegove oksidacije u plazmi, pri transportu do svih dijelova
organizma i otpustanja u ciljnim tkivima.

Metilacija je najc¢eS¢a metabolicka modifikacija, iako prisutna na svega 15% plazmatskog
EGCG-a. On je uglavnom metiliran na dvije hidroksilne skupine, 4'- i 4"-OH (Sun i Ho 2008).
Rezultati molekulskog uklapanja pokazali su da dimetiliranje grupa 4'-OH i 4"-OH ne mijenja
ni nacin ni afinitet vezanja na HSA u odnosu na nemetilirani EGCG. Vezanje EGCG-4'-O-
sulfata sliéno je onome kvercetin-3'-O-sulfata, sa znacajno povoljnijom energijom vezanja. To
ide u prilog pretpostavci da sulfatirani metaboliti polifenola mogu najznacajnije kompetirati
za vezanje na HSA s lijekovima u plazmi. Glukuronidacija nije ¢esta metabolicka modifikacija
EGCG-a (Sun i Ho 2008), a molekulsko uklapanje pokazalo je da smanjuje afinitet vezanja
EGCG-a na HSA, prvenstveno zbog veli¢ine nastalih metabolita koja onemoguéuje njihovo
optimalno smjestanje u Supljinu VM1 HSA.

Molekulskim uklapanjem u BSA, kako u slu¢aju kvercetina i njegovih metabolita, tako i za
katehine i njihove metabolite, predvideni su znatno razli¢iti nacini vezanja nego u HSA.
Razlog tome je prethodno opisana razlika u veli¢ini i aminokiselinskom profilu VM1 u
njihovim strukturama. Stoga je za znatan broj liganada s vedim afinitetom predvideno
vezanje u procjep BSA.

U radu Rawel i sur. (2005) eksperimentalno je odredeno da je AG vezanje kvercetina za HSA
znatno niza (-8.13 kcal/mol) od AG za BSA (-7.2 kcal/mol), sto odgovara rezultatima
molekulskog uklapanja u ovom radu. Ipak, vaino je napomenuti da dobiveni rezultati
molekulskog uklapanja nisu dovoljan pokazatelj za usporedbu relativnih energija vezanja
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istog spoja na razliCite proteine, ve¢ jedino za relativhe energije vezanja niza razlicitih
molekula na isti protein.

Utjecaj deprotonacije na predvideni afinitet vezanja kvercetina na BSA u skladu je s
eksperimentalnim podacima iz literature. U radu Rawel i sur. (2005) uoceno je da snizenje pH
povecdava konstantu disocijacije kvercetina s BSA, Sto sugerira da se i u BSA kvercetin
preferentno veze kao anion. U radu Doufur i Dangles (2005) takoder je uoceno da snizenje
pH rezultira znac¢ajnim smanjenjem konstante vezanja kvercetina na BSA.

Prema rezultatima u istom radu, vezanje metiliranog metabolita, 3'-O-metil-kvercetina, u
BSA pokazalo je znatno slabiju promjenu fluorescencije u odnosu na nemetilirani oblik.
Bududi da energije vezanja izraCunate u ovom radu ne sugeriraju slabiji afinitet vezanja
metiliranih metabolita na BSA, vjerojatniji je razlog slabije promjene fluorescencije razlicit
preferentni nacin vezanja metil-etera i aglikona kvercetina u sredisnji procjep proteina.
Slabije interakcije s aminokiselinama na ulazu u VM1, ukljuéujuéi i Trp213, u nadinu vezanja
vnl u odnosu na nacin n, mogu biti razlog slabije promjene fluorescencije pri vezanju metil-
kvercetina, iako su afiniteti vezanja sli¢ni.

U radu Doufur i Dangles (2005) takoder je eksperimentalno odredena konstanta vezanja na
BSA za kvercetin-7-O-sulfat sliéna onoj kvercetina, dok je za vezanje kvercetin-3-O-sulfata na
BSA odredena manja konstanta vezanja. To potvrduju nasi rezultati molekulskog uklapanja,
kojima je i vezanje kvercetin-3'-O-sulfata predvideno sa slicnim afinitetom kao 7-O-izomera,
iako je predviden razlic¢it nacin vezanja triju sulfatiranih oblika kvercetina u VM1 BSA.

Kao Sto je prethodno uoceno pri molekulskom uklapanju u HSA, i u rezultatima uklapanja
katehina EGC-a i EC-a u PVM1 BSA uocava se slicnost nacina vezanja ovih flavanola s
nacinima vezanja predvidenima za flavonol kvercetin i njegove metabolite. Stoga se mozZe
zakljuciti da, u usporedbi s kvercetinom, ni nedostatak keto grupe na poloZaju 4 i dvostruke
veze C2=C3, ni dodatna hidroksilna grupa na fenilnom prstenu, ne utje¢u znatno na afinitet
vezanja u SA.

Jednak redoslijed vezanja kao i na HSA, EGCG>>EGC>EC, ustanovili su i za BSA Zinellu i sur.
(2014) afinitetnom kapilarnom elektroforezom. Skrt i sur. (2012) su usporedili konstante
vezanja za EGCG i EGC na BSA fluorescencijskim i ra€unalnim metodama te su takoder
potvrdili da EGCG ima znacajno vedi afinitet za vezanje na ovaj SA nego EGC. U istom radu
odredili su i konstante vezanja za kvercetin. Njihove vrijednosti ukazuju na povoljnije vezanje
EGCG-a u odnosu na kvercetin, te povoljnije vezanje kvercetina u odnosu na EGC. Ovi su
rezultati u skladu s rezultatima molekulskog uklapanja dobivenih u ovom radu, koji
predvidaju vezanje EGCG-a u VM1 BSA, a vezanje kvercetina i EGC-a u procjepu u blizini
VM1, u veznom nacinu koji odgovara naproksenskom u strukturi BSA 40RO0.

U radu Skrt i sur. (2012), spektroskopskim metodama najvjerojatnije mjesto vezanja EGCG-a
u BSA odredeno je u blizini Trp213. To mozZe odgovarati i VM1 i srediSnjem procjepu BSA. Li i
Hagerman (2014) takoder su proucavali vezanje EGCG-a i EGC-a u BSA eksperimentalnim i
racunalnim metodama, te su, uz ve¢ utvrdeni odnos njihovih afiniteta, zakljucili da se EGC
veZe na BSA nespecificnim interakcijama. Za EGCG je predvideno vezanje u blizini VM1, Sto
ne iskljuCuje vezanje u procijepu. U nasem je radu molekulskim uklapanjem pokazano da
VM1 BSA moze smjestiti ligand EGCG, s povoljnim interakcijama s aminokiselinama veznog
mjesta. Za razliku od toga, nacin vezanja izvan VM1 kvercetina i EGC-a pokazuje manju
specificnost, Sto odgovara eksperimentalnim rezultatima.
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Za razliku od rezultata dobivenih uklapanjem 4'-O-sulfata EGCG-a u strukturu HSA 2BXD, koji
su predvidjeli da je sulfatacija modifikacija koja povoljno utjece na vezanje EGCG-a na HSA,
uklapanje u strukturu BSA 40RO je pokazalo da sulfatacija EGCG-a moZe, ne samo
onemoguciti vezanje u VM1 BSA, vec i smanjiti afinitet za vezanje u procjep ovog albumina.
Takoder, VM1 u strukturi 40RO pokazalo se kao premalo za povoljno vezanje
glukuronidiranih metabolita EGCG-a.

No vazno je napomenuti da uklapanjem u rigidnu proteinsku strukturu nije moguce
predvidjeti konformacijske promjene, koje se mogu dogoditi prilikom vezanja liganada i
utjecati na selektivnost i afinitet prema njima. One se mogu simulirati molekulskim
uklapanjem u fleksibilnu proteinsku strukturu ili metodama molekulske dinamike.
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5. ZAKLJUCAK

Analiza glavnih komponenti molekulskih deskriptora izraCunatih programom VolSurf+
pokazala je da uvodenje negativho nabijene sulfatne ili glukuronske skupine znacajno
mijenja fizikalno-kemijska i farmakokineti¢ka svojstva kvercetina i katehina EGCG-a, EGC-a i
EC-a u usporedbi s deprotonacijom, metilacijom ili oksidacijom hidroksilnih skupina.
Medutim, VolSurf+ je podcijenio utjecaj navedenih modifikacija na afinitet polifenola za
vezanje na ljudski serumski albumin.

Molekulsko uklapanje polifenola u ljudski i govedi serumski albumin AutoDockom pokazalo
je da metaboli¢ke transformacije promatranih polifenola razli¢ito utjecu na njihov nacin i
afinitet vezanja u njihovo prosireno vezno mjesto 1.

Razlicite pocetne konformacije i parcijalni atomski naboji liganada, izracunati razli¢itim
programima, utjecali su na ukupan broj i zastupljenost predvidenih nacina vezanja te
vrijednosti energija vezanja izracunatih AutoDockom.

Nacini uklapanja kvercetina i njegovih metabolita, te katehina EGCG-a, EGC-a i EC-a i njihovih
metabolita u proSireno vezno mjesto 1 su odgovarali onima predvidenim za varfarin —
polifenol iz kristalografske strukture kompleksa s HSA, osim za glukuronidne derivate zbog
njihove veli¢ine. Nacini vezanja aniona, oksidiranih i metiliranih derivata bili su sli¢ni onima
predvidenim za odgovarajuce aglikone. Nacin vezanja sulfata i glukuronida bio je odreden
primarno elektrostatskim interakcijama pripadnih negativno nabijenih grupa s pozitivno
nabijenim aminokiselinskim ostacima na ulazu u vezno mjesto 1. Prema nasim rezultatima,
uvodenje glukuronske skupine ili ne mijenja ili smanjuje afinitet vezanja promatranih spojeva
za oba albumina. Sulfatacija se opéenito pokazala najpovoljnijom metabolickom
modifikacijom za vezanje polifenola u vezno mjesto 1 oba albumina. Rezultati ukazuju na
moguéu kompeticiju metabolita polifenola, posebno njihovih sulfatnih konjugata, s
lijekovima za vezanje na albumin u plazmi, te isti€u vaZnost ispitivanja farmakokinetickih
svojstava spojeva uzimajuci u obzir njihove metabolicke modifikacije.

Rezultati dobiveni za HSA i BSA se, zbog razlike u veli¢ini i aminokiselinskom sastavu
proSirenog veznog mjesta 1, medusobno znacajno razlikuju prema mjestima i afinitetu
vezanja metabolita, Sto znadi da govedi albumin nije povoljan analog ljudskom za istrazivanje
vezanja polifenola na serumski albumin.
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