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�6�$�ä�(�7�$�. 
�)�O�D�Y�R�Q�R�L�G�L���� �N�D�R�� �L�� �Y�H�O�L�N�L�� �E�U�R�M�� �N�V�H�Q�R�E�L�R�W�L�N�D���� �Q�D�N�R�Q�� �X�O�D�V�N�D�� �X�� �F�L�U�N�X�O�D�F�L�M�X�� �Y�H�å�X��se za humani 

serumski albumin (HSA) u poddomeni IIA. To vezno mjesto se naziva i Sudlowljevo mjesto I, 

odnosno vez�Q�R���P�M�H�V�W�R�� �,���� �6���R�E�]�L�U�R�P���Q�D���Y�H�O�L�N�L���E�U�R�M���N�V�H�Q�R�E�L�R�W�L�N�D���N�R�M�L���V�H���R�Y�G�M�H���Y�H�å�H���� �S�R�V�W�D�Y�O�M�D���V�H��

�S�L�W�D�Q�M�H���Y�D�å�Q�R�V�W�L���L�Q�W�H�U�D�N�F�L�M�D���L�V�W�L�V�N�L�Y�D�Q�M�D���S�R�M�H�G�L�Q�L�K���V�S�R�M�H�Y�D���V��tog veznog mjesta. Iz tog je razloga 

potrebno bolje opisati svojstva vezanja flavonoida za vezno mjesto I te k�O�L�Q�L�þ�N�L�K�� �L�Q�W�H�U�D�N�F�L�M�D�� �V��

lijekovima �G�R���N�R�M�L�K���E�L���S�R�W�H�Q�F�L�M�D�O�Q�R���P�R�J�O�R���G�R�ü�L�� 

�8�� �S�U�Y�R�P�� �G�L�M�H�O�X�� �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D ispitivana su vezna svojstva i glavne odrednice vezanja aglikona 

�I�O�D�Y�R�Q�R�L�G�D���]�D���Y�H�]�Q�R���P�M�H�V�W�R���X���S�R�G�G�R�P�H�Q�L���,�,�$���+�6�$�����=�D���R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H���N�R�Q�V�W�D�Q�W�L���Y�H�]�D�Q�M�D���N�R�U�L�V�W�L�O�D���Ve 

metoda fluorescencijske spektrofotometrije, a za �L�]�U�D�þ�X�Q�D�Y�D�Q�M�H��kvantno-kemijskih molekulskih 

�G�H�V�N�U�L�S�W�R�U�D���U�D�þ�X�Q�D�O�Q�L���S�U�R�J�U�D�P��Gaussian 09�����8���G�U�X�J�R�P���G�L�M�H�O�X���L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D��ispitivane su interakcije 

�L�]�P�H�ÿ�X���D�J�O�L�N�R�Q�D���L���J�O�L�N�R�]�L�G�D���I�O�D�Y�R�Q�R�L�G�D���V���R�G�D�E�U�D�Q�L�P���O�L�M�H�N�R�Y�L�P�D���W�H���M�H���X���W�X���V�Y�U�K�X���N�R�U�L�ã�W�H�Q�D���P�H�W�R�G�D��

fluorescencijske spektrofoto�P�H�W�U�L�M�H�� �]�D�M�H�G�Q�R�� �V�� �P�H�W�R�G�D�P�D�� �V�L�G�U�H�Q�M�D�� �S�R�P�R�ü�X�� �U�D�þ�X�Q�D�O�Q�R�J�� �S�U�R�J�U�D�P�D��

AutoDock 4.2.6. 

�(�N�V�S�H�U�L�P�H�Q�W�D�O�Q�R�� �V�X�� �X�W�Y�U�ÿ�H�Q�H�� �N�R�Q�V�W�D�Q�W�H�� �Y�H�]�D�Q�M�D�� ������ �I�O�D�Y�R�Q�R�L�G�D���� �N�R�M�H�� �V�X�� �L�]�Q�R�V�L�O�H�� �L�]�P�H�ÿ�X�� ���������� �î��

103 �L�� ���������� �î�� ����5 M �±1. QSAR analizom �S�U�R�Q�D�ã�O�R��se �Y�L�ã�H�� �V�W�U�X�N�W�X�U�Q�L�K�� �R�G�O�L�N�D�� �D�J�O�L�N�R�Q�D�� �I�O�D�Y�R�Q�R�L�G�D��

koje su odgovorne za njihovo vezanje za vezno mjesto I: nukleofilnost i parcijalni naboj atoma 

C3, parcijalni naboj atoma O4, koplanarnost A i C prstena te koplanarnost AC i B prstena i 

HOMO i LU�0�2���H�Q�H�U�J�L�M�H�����R�G���þ�H�J�D���V�X n�D�M�M�D�þ�L���X�W�M�H�F�D�M imala proton-donorska i proton-akceptorska 

svojstva �W�H���N�R�S�O�D�Q�D�U�Q�R�V�W���S�U�V�W�H�Q�D���� �7�D�N�R�ÿ�H�U���M�H�� �S�U�R�Q�D�ÿ�H�Q�R�� �G�D�� �L�V�S�L�W�L�Y�D�Q�L�� �O�L�M�H�N�R�Y�L�� �L�� �I�O�D�Y�R�Q�R�L�G�L���P�R�J�X��

ulaziti u interakcije pri vezanju za HSA, ali je vjerojatnost njih�R�Y�D���P�H�ÿ�X�V�R�E�Q�R�J���L�V�W�L�V�N�L�Y�D�Q�M�D���S�U�L��

�I�L�]�L�R�O�R�ã�N�L�P���X�Y�M�H�W�L�P�D��niska �M�H�U���V�H���Q�H���Y�H�å�X���]�D���L�V�W�R���Y�H�]�Q�R���S�R�G�U�X�þ�M�H. 

�8�W�Y�U�ÿ�H�Qa su s�W�H�U�L�þ�N�D���L���H�O�H�N�W�U�R�Q�V�N�D svojstva flavonoida koja �X�W�M�H�þ�X���Q�D���M�D�þ�L�Q�X���Q�M�L�K�R�Y�D���Y�H�]�D�Q�M�D���Q�D��

HSA. Vjerojatnost istiskivanja ispitivanih lijekova s HSA pomo�ü�X���I�O�D�Y�R�Q�R�L�G�D���V���N�O�L�Q�L�þ�N�L���Y�D�å�Q�L�P��

posljedicama je niska. Ispitivani �O�L�M�H�N�R�Y�L���P�R�J�X���L���S�R�M�D�þ�D�Y�D�W�L���L���V�P�D�Q�M�L�Y�D�W�L���L�Q�W�H�Q�]�L�W�H�W���I�O�X�R�U�H�V�F�H�Q�F�L�M�H��

flavonoida vezanih za HSA, tako da je primjena fluorescencije u rutinskom ispitivanju vezanja 

lijekova na HSA �R�J�U�D�Q�L�þ�H�Q�D. 

Kl�M�X�þ�Q�H���U�L�M�H�þ�L����humani serumski albumin, flavonoidi, lijekovi, interakcije, fluorescencija, QSAR  



 
 

SUMMARY  
Flavonoids, as well as a large number of xenobiotics, after entering circulation, bind to human 

serum albumin (HSA) at the IIA subdomain. This binding site is also called Sudlow site I or 

binding site I. Considering the large number of xenobiotics which bind to this site, it is necessary 

to evaluate the importance of their displacement interactions from the binding site I. Also, it is 

important to better describe the characteristics of flavonoid binding to the binding site I and 

clinical interactions with drugs which could possibly occur. 

In the first part of the study, characteristics of flavonoid aglycons' binding to the binding site I, as 

well as their most important determinants were studied. Fluorescence spectrophotometry was 

used to determine the binding constants and computer program Gaussian 09 was used to 

calculate quantum-chemical molecular descriptors. In the second part of the study, interactions 

between flavonoid aglycons and glycosides with selected drugs were studied by using 

fluorescence spectrophotometry combined with docking studies carried with AutoDock 4.2.6. 

computer program. 

�%�L�Q�G�L�Q�J���F�R�Q�V�W�D�Q�W�V���R�I���������I�O�D�Y�R�Q�R�L�G�V���Z�H�U�H���H�[�S�H�U�L�P�H�Q�W�D�O�O�\���G�H�W�H�U�P�L�Q�H�G���D�Q�G���W�K�H�\���U�D�Q�J�H�G���I�U�R�P�������������î��

103 to ���������� �î�� ����5 M �±1. QSAR analysis found several flavonoid features which are key 

determinants responsible for their binding to the binding site I: nucleophilicity and partial charge 

of the C3 atom, partial charge of the O4 atom, coplanarity of the A and C rings, as well as 

coplanarity of the AC and B rings, and HOMO and LUMO energies, with proton-donor and 

proton-acceptor properties and coplanarity being the most prominent ones. It was also found that 

the selected drugs and flavonoids can interact in binding to the binding site I, but the possibility 

of their mutual displacement interactions is not high as they bind to different binding regions. 

Flavonoid sterical and electronic characteristics which influence their binding to HSA were 

determined. A small possibility of displacement of selected drugs by flavonoids with clinically 

important consequences was found. Examined drugs can both increase and decrease fluorescence 

intensity of flavonoids bound to HSA, thus the application of fluorescence in routine 

determination of drug binding to HSA is limited. 

Keywords: human serum albumin, flavonoids, drugs, interactions, fluorescence, QSAR
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1.1. Humani serumski albumin 

Humani serumski albumin (HSA) je najzastupljeniji protein u ljudskoj plazmi s 

koncentracijom u zdravih ljudi 500�±�������� ���0�� �������±50 g/L) te predstavlja oko 60% mase svih 

proteina u plazmi [1]. �6�L�Q�W�H�W�L�]�L�U�D�� �V�H�� �X�� �K�H�S�D�W�R�F�L�W�L�P�D�� �N�D�R�� �M�H�G�Q�R�O�D�Q�þ�D�Q�L�� �Q�H�J�O�L�N�R�]�L�O�L�U�D�Q�L�� �S�U�R�W�H�L�Q 

relativne molekulske mase 66500 Da, a sastoji se od 585 aminokiselinskih ostataka koji su 

organizirani u tri �V�W�U�X�N�W�X�U�Q�R���V�O�L�þ�Q�H���G�R�P�H�Q�H���R�E�O�L�N�D���.���X�]�Y�R�M�Q�L�F�H��(I-III), od koji se svaka sastoji od 

dvije poddomene (A i B) [2] (slika 1). �7�U�R�G�L�P�H�Q�]�L�M�V�N�L���� �+�6�$�� �M�H�� �V�U�F�R�O�L�N�R�J�� �R�E�O�L�N�D�� �V�� �S�U�L�E�O�L�å�Q�L�P��

dimenzijama 80 �î 80 �î �������c���V���������F�L�V�W�H�L�Q�V�N�L�K���D�P�L�Q�R�N�L�V�H�O�L�Q�V�N�L�K���R�V�W�D�W�D�N�D�����R�G���N�R�M�L�K���V�Y�L���R�V�L�P���M�H�G�Q�R�J��

(Cys 34 u domeni I) tvore disulfidne mostove i time stabiliziraju molekulu. Zbog svog visokog 

neto naboja od �±15 pri pH 7,0 HSA je iznimno topljiv u krvnoj plazmi [1,2]. U tijelu ima 

�P�Q�R�J�R�E�U�R�M�Q�H�� �X�O�R�J�H���� �N�D�R�� �ã�W�R�� �V�X�� �U�H�J�X�O�D�F�L�M�D�� �R�Q�Notskog tlaka i pH krvne plazme, posjeduje i 

���S�V�H�X�G�R���H�Q�]�L�P�V�N�D�� �L�� �D�Q�W�L�R�N�V�L�G�D�W�L�Y�Q�D�� �V�Y�R�M�V�W�Y�D���� �D�� �V�O�X�å�L�� �L�� �]�D�� �V�N�O�D�G�L�ã�W�H�Q�M�H�� �L�� �S�U�L�M�H�Q�R�V��endobiotika i 

ksenobiotika [3], posebice hidrofobnih organskih aniona srednje v�H�O�L�þ�L�Q�H�����������±600 Da), �N�D�R���ã�W�R��

su bilirubin, dugo�O�D�Q�þ�D�Q�H�� �P�D�V�Q�H�� �N�L�V�H�O�L�Q�H���� �K�H�P�D�W�L�Q���� �W�L�U�R�N�V�L�Q i mnogi drugi, �Q�D�� �W�D�M�� �L�P�� �Q�D�þ�L�Q��

�S�U�R�G�X�å�X�M�X�ü�L�� �S�R�O�X�å�L�Y�R�W�� �X�� �F�L�U�N�X�O�D�F�L�M�L�� �L�� �U�H�J�X�O�L�U�D�M�X�ü�L�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�X�� �X�� �N�U�Y�L [4,5]. Mnogi se lijekovi 

�Y�H�å�X���]�D���M�H�G�Q�R���R�G���G�Y�D�� �J�O�D�Y�Q�D���Y�H�]�Q�D���P�M�H�V�W�D���� �V�P�M�H�ã�W�H�Q�D���X���S�R�G�G�R�P�H�Q�D�P�D�� �,�,�$���L�� �,�,�,�$�����6�X�G�O�R�Z�O�M�H�Y�D��

�P�M�H�V�W�D�� �,�� �L�� �,�,������ �V�� �W�L�P�H�� �G�D�� �V�H�� �Y�L�ã�H�� �V�S�R�M�H�Y�D�� �Y�H�å�H�� �X�� �S�R�G�G�R�P�H�Q�L�� �,�,�$ [6,7]. Vezno mjesto I, u 

poddomeni IIA, je prostrano i sastoji se od nekoliko zasebnih veznih �S�R�G�U�X�þ�M�D u koja se mogu 

�V�P�M�H�V�W�L�W�L�� �O�L�J�D�Q�G�L�� �Y�U�O�R�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K�� �N�H�P�L�M�V�N�L�K�� �V�W�U�X�N�W�X�U�D���� �9�H�]�Q�R�� �P�M�H�V�W�R��II, u poddomeni IIIA, je 

manjeg volumena te je manje �I�O�H�N�V�L�E�L�O�Q�R���L���V�W�R�J�D���V�H���W�X���P�R�J�X���Y�H�]�D�W�L���V�D�P�R���V�W�U�X�N�W�X�U�Q�R���V�O�L�þ�Q�L���O�L�J�D�Q�G�L 

[8]. 
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Slika 1. Helikalna struktura HSA �V���R�]�Q�D�þ�H�Q�L�P��poddomenama i mjestima vezanja masnih kiselina (FA1-FA9) (PDB 
unos 2BXD) [8]. 

1.1.1. �9�H�]�D�Q�M�H���I�L�]�L�R�O�R�ã�N�L�K���O�L�J�D�Q�D�G�D 

�+�6�$�� �M�H�� �J�O�D�Y�Q�L�� �Q�R�V�D�þ�� �Q�H�H�V�W�H�U�L�I�L�F�L�U�D�Q�L�K�� �P�D�V�Q�L�K�� �N�L�V�H�O�L�Q�D�� ���H�Q�J�O����Fatty Acid���� �X�� �S�O�D�]�P�L���� �ã�W�R��

�S�U�H�G�V�W�D�Y�O�M�D�� �Q�M�H�J�R�Y�X�� �R�V�Q�R�Y�Q�X�� �I�L�]�L�R�O�R�ã�N�X�� �I�X�Q�N�F�L�M�X���� �'�R�V�D�G�� �M�H�� �R�W�N�U�L�Y�H�Q�R�� ���� �Y�H�]�Q�L�K�� �P�M�H�V�W�D�� �]�D�� �P�D�V�Q�H��

kiseline (FA1-FA9), koja se nalaze �X���U�D�]�Q�L�P���S�R�G�G�R�P�H�Q�D�P�D�����S�U�L���þ�H�P�X���V�H���Q�H�N�D���R�G���Q�M�L�K���S�U�H�N�O�D�S�D�M�X��

�V�� �Y�H�]�Q�L�P�� �P�M�H�V�W�L�P�D�� �]�D�� �G�U�X�J�H�� �V�S�R�M�H�Y�H���� �X�N�O�M�X�þ�X�M�X�ü�L�� �L�� �N�V�H�Q�R�E�L�R�W�L�N�H�� ���O�L�M�H�N�R�Y�H�� (slika 1). �1�D�M�Y�D�å�Q�L�M�D��

od njih su FA1 koje se preklapa s veznim mjestom za hem, FA3-FA4 koje se preklapa s veznim 

mjestom II u poddomeni IIIA te  FA7 koje se preklapa s veznim mjestom I u poddomeni IIA. 

�6�D�G�U�å�D�M���P�D�V�Q�L�K���N�L�V�H�O�L�Q�D���X �S�O�D�]�P�L���Q�L�M�H���V�W�D�O�D�Q���W�H���Q�D���W�D�M���Q�D�þ�L�Q���P�R�å�H���X�W�M�H�F�Dti na istovremeno vezanje 

drugih liganada [3,9�±11]. 
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�'�U�X�J�L�� �I�L�]�L�R�O�R�ã�N�L�� �O�L�J�D�Q�G�� �+�6�$�� �M�H�� �E�L�O�L�U�X�E�L�Q�����]�D�Y�U�ã�Q�L produkt katabolizma hema. Vezanjem 

�Q�D�� �+�6�$�� �������������������� �W�R�N�V�L�þ�Q�R�V�W�� �E�L�O�L�U�X�E�L�Q�D�� �M�H�� �]�Q�D�þ�D�M�Q�R�� �V�P�D�Q�M�H�Q�D���� �3�U�L�M�D�ã�Q�M�D�� �V�X�� �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D��

pokazivala da se vezno mjesto visokog afiniteta (engl. High Affinity Site, HAS) nalazi u 

poddomeni IIA, kao i u blizini veznog mjesta II, ali novije studije su pokazale da se primarno 

vezno mjesto bilirubina nalazi u poddomeni IB, u blizini veznog mjesta za hem [12]. 

�7�L�U�R�N�V�L�Q���V�H���Y�H�å�H���]�D���+�6�$���N�R�M�L��na sebi �Q�H�P�D���Y�H�]�D�Q�L�K���P�D�V�Q�L�K���N�L�V�H�O�L�Q�D���Q�D���þ�H�W�L�U�L���P�M�H�V�W�D����koja 

�V�H�� �R�]�Q�D�þ�D�Y�D�M�X�� �R�G�� �7�U-1 do Tr-4, a �G�M�H�O�R�P�L�þ�Q�R��se preklapaju s FA7, FA3-FA4 i FA5. Masne se 

kiseline natj�H�þ�X�� �V �W�L�U�R�N�V�L�Q�R�P�� �]�D�� �Y�H�]�D�Q�M�H�� �Q�D�� �V�Y�D�� �þ�H�W�L�U�L�� �Y�H�]�Q�D�� �P�M�H�V�W�D���� �V�S�U�L�M�H�þ�D�Y�D�M�X�ü�L�� �Q�M�H�J�R�Y�R��

vezanje. Pri vi�V�R�N�L�P�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�P�D���� �P�D�V�Q�H�� �N�L�V�H�O�L�Q�H�� �W�D�N�R�ÿ�H�U�� �P�R�J�X�� �L�Q�G�X�F�L�U�D�W�L�� �S�U�R�P�M�H�Q�H�� �X�� ���'��

strukturi HSA, �ã�W�R�� �]�D�� �S�R�V�O�M�H�G�L�F�X�� �L�P�D�� �I�R�U�P�L�U�D�Q�M�H�� �S�H�W�R�J�� �W�L�U�R�N�V�L�Q�V�N�R�J veznog mjesta, Tr-5 na 

�S�R�G�U�X�þ�M�X FA9 [3,13]. �2�G�U�H�ÿ�H�Q�H HSA genetske varijante �S�R�N�D�]�X�M�X�� �Y�L�ã�L�� �D�I�L�Q�L�W�H�W�� �]�D�� �W�L�U�R�N�V�L�Q���� �ã�W�R��

�G�R�Y�R�G�L�� �G�R�� �P�D�Q�M�H�J�� �S�R�V�W�R�W�N�D�� �V�O�R�E�R�G�Q�R�J�� �W�L�U�R�N�V�L�Q�D�� �X�� �N�U�Y�L�� �L�� �S�R�V�O�M�H�G�L�þ�Q�R�� �G�R�� �S�R�Y�H�ü�D�Q�H�� �V�L�Q�W�H�]�H��

tiroksina [3]. �3�R�P�R�ü�X�� �R�Y�R�J�� �P�H�K�D�Q�L�]�P�D�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�� �V�O�R�E�R�G�Q�R�J�� �W�L�U�R�N�V�L�Q�D�� �R�V�W�D�M�H�� �X�Q�X�W�D�U��

normalnog raspona, ali je �Q�M�H�J�R�Y�D�� �X�N�X�S�Q�D�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�� �Y�L�ã�D���� �ã�W�R�� �P�R�å�H�� �G�R�Y�H�V�W�L�� �G�R�� �S�R�J�U�H�ã�Q�H��

�G�L�M�D�J�Q�R�]�H�� �K�L�S�H�U�W�L�U�H�R�G�L�]�P�D�� �W�H�� �G�R�� �Q�H�S�R�W�U�H�E�Q�R�J�� �O�L�M�H�þ�H�Q�M�D�� �R�Y�R�J�� �V�L�P�S�W�R�P�D���� �S�R�]�Q�D�W�R�J�� �N�D�R�� �Rbiteljska 

�G�L�V�D�O�E�X�P�L�Q�H�P�L�þ�Q�D���K�L�S�H�U�W�L�U�R�N�V�L�Q�H�P�L�M�D�����H�Q�J�O����Familial Dysalbuminemic Hyperthyroxinemia, FDH) 

[14]. 

1.1.2. Povezanost strukture i afiniteta (SAR) lijekova pri vezanju za HSA 

�7�L�S�L�þ�Q�L�� �O�L�M�H�N�R�Y�L�� �N�R�M�L�� �V�H�� �Y�H�å�X�� �]�D�� �+�6�$�� �V�X�� �O�L�S�R�I�L�O�Q�L�� �O�L�M�H�N�R�Y�L�� �L�� �Y�H�ü�L�Q�D�� �L�K�� �V�H�� �Y�H�å�H�� �L�O�L�� �X��

�S�R�G�G�R�P�H�Q�L�� �,�,�$�� �L�O�L�� �X�� �S�R�G�G�R�P�H�Q�L�� �,�,�,�$���� �7�L�S�L�þ�Q�L�� �O�L�M�H�N�� �S�R�G�G�R�P�H�Q�H�� �,�,�$�� �M�H�� �G�L�N�D�U�E�R�N�V�L�O�Q�D���N�L�V�H�O�L�Q�D�� �L�O�L��

�Y�H�O�L�N�D�� �K�H�W�H�U�R�F�L�N�O�L�þ�Q�D�� �P�R�O�H�N�X�O�D�� �V�� �Q�H�J�D�W�L�Y�Q�L�P�� �Q�D�E�R�M�H�P�� �X�� �V�U�H�G�L�Q�L�� �P�R�O�H�N�X�O�H���� �D�� �W�L�S�L�þ�Q�L�� �O�L�M�H�N��

poddomene IIIA je karboksilna kiselina s negativno nabijenom kiselinskom skupinom na jednom 

�N�U�D�M�X�� �P�R�O�H�N�X�O�H�� �V�� �K�L�G�U�R�I�R�E�Q�L�P�� �V�U�H�G�L�ã�Q�M�L�P�� �G�L�M�H�O�R�P�� �P�R�O�H�N�X�O�H���� �1�D�å�D�O�R�V�W���� �R�V�L�P�� �R�Y�L�K�� �R�S�ü�H�Q�L�W�L�K��

�S�U�D�Y�L�O�D���� �Q�H�� �P�R�å�H�� �V�H�� �S�X�Q�R�� �Y�L�ã�H�� �U�H�ü�L�� �G�D�� �E�L�� �V�H�� �R�E�M�D�V�Q�L�O�R�� �L�O�L�� �S�U�H�G�Y�L�G�M�H�O�R�� �Y�H�]�D�Q�M�H�� �O�L�J�D�Q�D�G�D�� �Q�D�� �+�6�$��

[11]. Kragh-�+�D�Q�V�H�Q�� �M�H�� �X�� �V�Y�R�P�� �S�U�H�J�O�H�G�Q�R�P�� �U�D�G�X�� �X�V�S�R�U�H�G�L�R�� �Q�H�N�R�O�L�N�R�� �V�W�U�X�N�W�X�U�Q�R�� �V�O�L�þ�Q�L�K�� �O�L�M�H�N�R�Y�D��

�N�R�M�L�� �V�H�� �]�Q�D�þ�D�M�Q�R�� �U�D�]�O�L�N�X�M�X�� �X�� �Y�H�]�D�Q�M�X�� �]�D�� �+�6�$ [10]. Primjerice, jopanoat se razlikuje od 

jofenoksata u tome �ã�W�R �V�D�G�U�å�L���D�P�L�Q�R���V�N�X�S�L�Q�X��umjesto hidroksilne skupine���� �8�Q�D�W�R�þ���W�R�P�H����ta dva 

�O�L�M�H�N�D�� �L�P�D�M�X�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�H�� �+�$�6-ove na HSA. Nadalje, ampicilin, koji se razlikuje od penicilina G u 

�M�H�G�Q�R�M�� �D�P�L�Q�R�� �V�N�X�S�L�Q�L���� �P�R�å�H�� �L�V�W�L�V�Q�X�W�L�� �E�L�O�L�U�X�E�L�Q, �]�D�� �U�D�]�O�L�N�X�� �R�G�� �S�H�Q�L�F�L�O�L�Q�D�� �*���� �-�R�ã�� �M�H�G�D�Q�� �S�U�L�P�M�H�U�� �M�H��

�E�H�Q�]�R�D�W�� �N�R�M�L�� �W�D�N�R�ÿ�H�U�� �L�V�W�L�V�N�X�M�H�� �E�L�O�L�U�X�E�L�Q���� �G�R�N�� �Y�H�]�D�Q�M�H�� �S�D�U�D�K�L�G�U�R�N�V�L�E�H�Q�]�R�D�W�D�� �U�H�]�X�O�W�L�U�D�� �V�W�Y�D�U�D�Q�M�H�P��
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�V�W�D�E�L�O�Q�R�J�� �W�H�U�Q�D�U�Q�R�J�� �N�R�P�S�O�H�N�V�D���� �7�D�N�R�ÿ�H�U����L-�W�U�L�S�W�R�I�D�Q�� �V�H�� �Y�H�å�H�� �R�W�S�U�L�O�L�N�H�� �������� �S�X�W�D�� �M�D�þ�H�� �R�G��D-

triptofana, dok je ra�]�O�L�N�D���X���M�D�þ�L�Q�L���Y�H�]�D�Q�M�D���L�]�P�H�ÿ�X��R- i S-oksazepama 30�±40 puta. S druge strane, 

afiniteti za R- i S-varfarin su otprilike jednaki, kao i za R- i S-progesteron i aldosteron, iako se 

�N�R�Q�V�W�D�Q�W�H���Y�H�]�D�Q�M�D���V�W�H�U�R�L�G�D���U�D�]�O�L�N�X�M�X���X���V�O�X�þ�D�M�X���.- �L�O�L����-vezanih supstituenata [10]. 

Lijekove koji imaju visoki afinitet za HSA tre�E�D���G�D�Y�D�W�L���X���Y�L�ã�L�P���G�R�]�D�P�D���G�D���E�L se postigla 

�X�þ�L�Q�N�R�Y�L�W�D�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D����ti �O�L�M�H�N�R�Y�L�� �S�R�V�O�M�H�G�L�þ�Q�R�� �V�S�R�U�R�� �G�R�O�D�]�H�� �G�R�� �P�M�H�V�W�D�� �G�M�H�O�R�Y�D�Q�M�D��i sporo se 

eliminiraju [15]. �.�D�R�� �ã�W�R�� �M�H�� �Y�H�ü�� �U�H�þ�H�Q�R���� �O�L�M�H�N�R�Y�L�� �N�R�M�L�� �V�H�� �Y�H�å�X�� �]�D�� �+�6�$�� �V�X�� �X�J�O�D�Y�Q�R�P�� �O�L�S�R�I�L�O�Q�L�� �L��

�Y�H�]�D�Q�M�D�P�� �]�D�� �+�6�$�� �L�P�� �V�H�� �S�R�Y�H�ü�D�Y�D�� �P�H�W�D�E�R�O�L�þ�N�D�� �V�W�D�E�L�O�Q�R�V�W�� �L�� �S�R�O�X�Y�U�L�M�H�P�H�� �H�O�L�P�L�Q�D�F�L�M�H�� ��t1/2). U 

�W�D�N�Y�L�P���V�O�X�þ�D�M�H�Y�L�P�D�����X�þ�H�V�W�D�O�R�V�W���G�R�]�L�U�D�Q�M�D���V�H���P�R�å�H���V�P�D�Q�M�L�W�L�����D���O�L�M�H�N���Y�H�]�D�Q���]�D���+�6�$���P�R�å�H���V�O�X�å�L�W�L���N�D�R��

�V�N�O�D�G�L�ã�W�H���� �6�� �G�U�X�J�H�� �V�W�U�D�Q�H���� �S�R�Y�H�ü�D�Y�D�Q�M�H�� �Q�H�Y�H�]�D�Q�R�J�� �X�G�L�M�H�O�D�� �O�L�M�H�N�D�� �þ�L�Q�L��ga �P�D�Q�M�H�� �S�R�G�O�R�å�Q�L�P��

�L�]�Q�H�Q�D�G�Q�L�P���S�R�Y�L�ã�H�Q�M�L�P�D���D�N�W�L�Y�Q�H���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�H�����D�O�L���W�D�N�R�ÿ�H�U���L���V�Q�Lzuje t1/2 [16,17]. 

Iako je visok postotak vezanja za HSA svojstvo �O�L�S�R�I�L�O�Q�L�K�� �O�L�M�H�N�R�Y�D���� �N�R�U�H�O�D�F�L�M�D�� �L�]�P�H�ÿ�X��

lipofilnosti i vezanja za HSA zasad se utvrdila samo za �N�R�Q�J�H�Q�H�U�L�þ�N�H�� �V�H�U�L�M�H�� �V�S�R�M�H�Y�D, dok su za 

�V�W�U�X�N�W�X�U�Q�R�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�H�� �V�N�X�S�L�Q�H�� �P�R�O�H�N�X�O�D�� �O�L�S�R�I�L�O�Q�R�V�W�� �L�� �Y�H�]�D�Q�M�D�� �Q�D�� �+�6�$�� �V�O�D�E�R�� �N�R�U�H�O�L�U�D�Q�L [18], �ã�W�R�� �V�H��

�R�E�M�D�ã�Q�M�D�Y�D���Y�H�]�D�Q�M�H�P���V�W�U�X�N�W�X�U�Q�R���U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K���V�S�R�M�H�Y�D���Q�D���U�D�]�O�L�þ�L�W�D���Y�H�]�Q�D���P�M�H�V�W�D [15]. Zanimljiv slu�þ�D�M��

je vezanje fenilbutazona i oksifenbutazona. Iako se obje molekule ve�å�X���X���V�U�H�G�L�ã�W�X���Y�H�]�Q�R�J���P�M�H�V�W�D��

�X�� �S�R�G�G�R�P�H�Q�L�� �,�,�$���� �]�E�R�J�� �S�U�L�V�X�W�Q�R�V�W�L�� �K�L�G�U�R�N�V�L�O�Q�H�� �V�N�X�S�L�Q�H���� �R�N�V�L�I�H�Q�E�X�W�D�]�R�Q�� �M�H�� �]�D�U�R�W�L�U�D�Q�� �������ƒ s 

obzirom na fenilbutazon kad su vezani na HSA bez masnih kiselina, dok im je u prisutnosti 

�P�D�V�Q�L�K�� �N�L�V�H�O�L�Q�D�� �R�U�L�M�H�Q�W�D�F�L�M�D�� �V�O�L�þ�Q�D���� �7�R�� �Q�D�P�� �J�R�Y�R�U�L�� �N�D�N�R�� �þ�D�N�� �L�� �Q�H�]�Q�D�W�Q�H�� �V�W�U�X�N�W�X�U�Q�H�� �S�U�R�P�M�H�Q�H�� �X��

�P�R�O�H�N�X�O�V�N�R�M���V�W�U�X�N�W�X�U�L���P�R�J�X���L�P�D�W�L���Q�H�S�U�H�G�Y�L�G�O�M�L�Y�H���X�þ�L�Q�N�H���Q�D���Y�H�]�D�Q�M�H���O�L�M�H�N�R�Y�D [8]. 

Primjeri nekoliko lijekova koji su u velikom postotku vezani za vezna mjesta u 

poddomenama IIA i IIIA�����N�D�R���L���O�L�M�H�N�R�Y�D���N�R�M�L���Q�L�V�X���]�Q�D�þ�D�M�Q�R���Y�H�]�D�Q�L���]�D���+�6�$ prikazani su u tablici 

1. L�L�M�H�N�R�Y�L�� �Y�H�]�D�Q�L�� �X�� �S�R�G�G�R�P�H�Q�D�P�D�� �,�,�$�� �L�� �,�,�,�$�� �L�P�D�M�X�� �V�U�H�G�L�ã�Q�M�H�� �L�� �N�U�D�M�Q�M�H�� �V�P�M�H�ã�W�H�Q�X��

elektronegativnu skupinu. �6���G�U�X�J�H���V�W�U�D�Q�H�����S�U�R�N�D�L�Q�D�P�L�G���M�H���S�U�L���S�+�����������S�R�]�L�W�L�Y�Q�R���Q�D�E�L�M�H�Q���L���Y�H�å�H���V�H��

samo 10�±15%, dok su fenobarbiton i teofilin 40% vezani. T�R�� �V�H�� �P�R�å�H�� �R�E�M�D�V�Q�L�W�L�� �þ�L�Q�Menicom da, 

iako fenobarbiton i teofilin imaju parcijalno negativne keto skupine, one su jednoliko 

�U�D�V�S�R�U�H�ÿ�H�Q�H�� �S�R�� �F�L�M�H�O�R�M�� �P�R�O�H�N�X�O�L�� �ã�W�R�� �U�H�]�X�O�W�L�U�D�� �V�P�D�Q�M�H�Q�R�P�� �O�R�N�D�O�L�]acijom negativnog naboja i 

slabijim vezanjem. Drugi primjeri lijekova s niskim postotkom vezanja za HSA su etosuksimid, 

�S�U�L�P�L�G�R�Q�����U�D�]�O�L�þ�L�W�L���F�H�I�D�O�R�V�S�R�U�L�Q�L�����D�P�L�Q�R�J�O�L�N�R�]�L�G�L�����G�L�J�L�W�R�N�V�L�Q i dr. [15,19]. 
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Tablica 1�����3�U�L�P�M�H�U�L���O�L�M�H�N�R�Y�D���N�R�M�L���V�H���V�Q�D�å�Q�R���Y�H�å�X���X���S�R�G�G�R�P�H�Q�D�P�D���,�,�$���L���,�,�,�$���L���O�L�M�H�N�R�Y�D���N�R�M�L���Q�L�V�X���]�Q�D�þ�D�M�Q�R���Y�H�]�D�Q�L���]�D 
HSA. 

�/�L�M�H�N�R�Y�L���N�R�M�L���V�H���Y�H�å�X���X��

poddomeni IIA 

Postotak 

vezanja u 

poddomeni 

IIA  

�/�L�M�H�N�R�Y�L���N�R�M�L���V�H���Y�H�å�X���X��

poddomeni IIIA 

Postotak 

vezanja u 

poddomeni 

IIIA  

�/�L�M�H�N�R�Y�L���N�R�M�L���Q�L�V�X���]�Q�D�þ�D�M�Q�R��

vezani za HSA 

Postotak 

vezanja za 

HSA 

O

O

OH

O
 

varfarin 

99% [15] 

N

N

Cl

O

 

diazepam 

99% [15] NH2

NH

O

N

 

prokainamid 

10�±15% [19] 

N
N

N N

O

O

 

azapropazon 

99% [15] 
F

F

OH

OH
O

 

diflunisal 

99% [15] 

NH

N
H

O

O O
 

fenobarbiton 

40% [19] 

N
N

O

O

 

fenilbutazon 

97,8% [15] 

OH

 

propofol 

95�±99% [20] N

N
N
H

N

O

O

 

teofilin 

40% [19] 

1.1.3. Vezno mjesto u poddomeni IIA 

Vezno mjesto u poddomeni IIA �M�R�ã��se naziva i Sudlowljevo mjesto I (ili jednostavnije, 

vezno mjesto I) odnosno varfarin-azapropazonsko mjesto. Na to se �Y�H�]�Q�R�� �P�M�H�V�W�R�� �Y�H�å�H�� �Q�D�M�Y�H�ü�L��

broj lijekova i ono se nalazi u blizini triptofanskog aminokiselinskog ostatka Trp 214. Fehske i 

sur. [21,22] su utvrdili da se to vezno mjesto sastoji od �G�Y�D�� �S�U�H�N�O�D�S�D�M�X�ü�D�� �Y�H�]�Q�D���S�R�G�U�X�þ�M�D za 

varfarin i azapropazon. Kasnije su Yamasaki i sur. [23] �S�U�H�G�O�R�å�L�O�L���W�U�L���Y�H�]�Q�D���S�R�G�U�X�þ�M�D, podmjesta 

Ia, Ib i Ic, �N�R�M�D���V�H���Q�D�O�D�]�H���X�Q�X�W�D�U���Y�H�]�Q�R�J���P�M�H�V�W�D���,�����ã�W�R���V�X���N�D�V�Q�L�M�H���N�U�L�V�W�D�O�R�J�U�D�I�V�N�L���S�R�W�Y�U�G�L�O�L���=�K�X���L���V�X�U�� 

[24]. 
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�.�D�R�� �ã�W�R�� �M�H�� �Y�H�ü�� �U�H�þ�H�Q�R���� �O�L�J�D�Q�G�L�� �N�R�M�L�� �V�H�� �V�Q�D�å�Q�R�� �Y�H�å�X�� �]�D��t�R�� �Y�H�]�Q�R�� �P�M�H�V�W�R�� �R�S�ü�H�Q�L�W�R�� �V�X��

�G�L�N�D�U�E�R�N�V�L�O�Q�H�� �N�L�V�H�O�L�Q�H�� �L�O�L�� �Y�H�O�L�N�H�� �K�H�W�H�U�R�F�L�N�O�L�þ�N�H�� �P�R�O�H�N�X�O�H�� �V�� �Qegativnim nabojem u sredini 

molekule (slike 2 i 3) �W�H�� �V�H�� �L�V�W�R�Y�U�H�P�H�Q�R�� �P�R�J�X�� �Y�H�]�D�W�L�� �G�Y�D�� �L�O�L�� �Y�L�ã�H�� �O�L�J�D�Q�G�D [11]. Cijelo se vezno 

�P�M�H�V�W�R�� �V�D�V�W�R�M�L�� �R�G�� �G�Y�D�� �Q�H�S�R�O�D�U�Q�D�� �Y�H�]�Q�D�� �G�å�H�S�D�� �V�� �Q�H�N�R�O�L�N�R�� �V�U�H�G�L�ã�Q�M�H�� �V�P�M�H�ã�W�H�Q�L�K�� �S�R�O�D�U�Q�L�K��

aminokiselina. Vezno mjesto I pokazuje preferenciju prema koplanarnim aromatskim spojevima 

�N�R�M�L�� �P�R�J�X�� �X�ü�L�� �X�� �S�X�N�R�W�L�Q�X�� �L�� �W�Y�R�U�L�W�L�� �Y�R�G�L�N�R�Y�H�� �Y�H�]�H���� �N�D�R�� �ã�W�R�� �M�H�� �R�S�L�V�D�Q�R�� �X�� �S�R�J�O�D�Y�O�M�X��4.2���� �ÄDFT 

�S�U�R�U�D�þ�X�Q�L��SAR-a aglikona flavonoida pri vezanju na HSA�³�� SAR studija vezanja cefalosporina 

�Q�D�� �+�6�$�� �M�H�� �S�R�N�D�]�D�O�D�� �G�D�� �V�H�� �D�Q�L�R�Q�V�N�L�� �F�H�I�D�O�R�V�S�R�U�L�Q�L�� �Y�H�å�X �Q�D�M�M�D�þ�H, dok se kationski cefalosporini 

�Y�H�å�X najslabije, a vezanje neioniziranih cefalosporina raste porastom njihove lipofilnosti [25]. 

 

 

Slika 2. Strukturna svojstva varfarina i 3-karboksi-4-metil-5-propil-2-furanpropionata (CMPF). 

Polarni supstituenti
�6�U�H�G�L�ã�Q�M�L��

elektronegativni 
�K�H�W�H�U�R�F�L�N�O�L�þ�N�Ldio

Nepolarneregije

Nepolarneregije
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Slika 3�����,�Q�W�H�U�D�N�F�L�M�H���L�]�P�H�ÿ�X���$�����Y�D�U�I�D�U�L�Q�D�����3�'�%���X�Q�R�V�����%�;�'�����L���%������-karboksi-4-metil-5-propil-2-furanpropionata 
(CMPF) (PDB unos 2BXA) s veznim mjestom I [8]. 

1.1.3.1. Svojstva veznog mjesta u poddomeni IIA 

Vezno mjesto u poddomeni IIA se �V�D�V�W�R�M�L�� �R�G�� �W�U�L�� �Y�H�]�Q�D�� �S�R�G�U�X�þ�M�D�� �N�R�M�D�� �V�H�� �G�M�H�O�R�P�L�þ�Q�R��

�S�U�H�N�O�D�S�D�M�X�� �ãto predstavlja problem u definiranju osnovnih strukturnih svojstava njegovih 

liganada [23]. �6�N�X�S�L�Q�D�� �E�D�]�L�þ�Q�L�K�� �D�P�L�Q�R�N�L�V�H�O�L�Q�V�N�L�K�� �R�V�W�D�W�D�N�D�� ���/�\�V�� ���������� �/�\�V�� ���������� �$�U�J�� �������� �L�� �$�U�J��

222) nalazi se na ulazu u vezno mjesto (slika 4A), dok se druga skupina (Tyr 150, His 242 i Arg 

257) nalazi na kraju dubljeg (lijevo�J�����G�å�H�S�D (slika 4B)�����6�U�H�G�L�ã�Q�M�D���U�H�J�L�M�D���G�L�M�H�O�L��vezno mjesto u dva 

�G�å�H�S�D�����'�X�E�O�M�L���G�å�H�S���M�H���M�R�ã���M�H�G�Q�R�P���S�R�G�L�M�H�O�M�H�Q���X���G�Y�D���G�L�M�H�O�D��s Ile 264 (slika 4C), dok je drugi (desni) 

�G�å�H�S���R�P�H�ÿ�H�Q���V���3�K�H������������ �7�U�S������������ �$�O�D������������ �/�H�X�� �������� �L�� �D�O�L�I�D�W�V�N�L�P���G�L�M�H�O�R�Y�L�P�D�� �/�\�V���������� �L�� �$�U�J�������� 

(slika 4D) [8]. �8�O�D�]���Y�H�]�Q�R�J���P�M�H�V�W�D���M�H���ã�L�U�R�N���L���V�D�V�W�R�M�L���V�H���R�G���I�O�H�N�V�L�E�L�O�Q�L�K���S�R�V�W�U�D�Q�L�þ�Q�L�K���O�D�Q�D�F�D�����ã�W�R���P�X��

�R�P�R�J�X�ü�X�M�H���Y�H�]�D�Q�M�H���U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K���V�X�S�V�W�L�W�X�H�Q�W�V�N�L�K���V�N�X�S�L�Q�D�����6���G�U�X�J�H���V�W�U�D�Q�H�����O�L�J�D�Q�G�L���S�R�S�X�W��3-karboksi-4-

metil-5-propil-2-furanpropionata (CMPF), oksifenbutazona, fenilbutazona, varfarina, p�D�� �þ�D�N�� �L��

�J�O�X�N�R�]�H�� �Y�H�å�X��se �X�� �V�U�H�G�L�ã�W�X�� �G�å�H�S�D�� �V�D�� �V�Y�R�M�R�P�� �S�O�D�Q�D�U�Q�R�P�� �J�U�X�S�R�P umetnutom �L�]�P�H�ÿ�X�� �Q�H�S�R�O�D�U�Q�L�K��

�S�R�V�W�U�D�Q�L�þ�Q�L�K���O�D�Q�D�F�D���/�H�X�����������L���$�O�D�����������L���W�Y�R�U�H���Y�R�G�L�N�R�Y�X���Y�H�]�X���V���K�L�G�U�R�N�V�L�O�Q�R�P���V�N�X�S�L�Q�R�P���7�\�U�������� 

(slika 4B)���� �N�R�M�D�� �L�P�D�� �V�U�H�G�L�ã�Q�M�X�� �X�O�R�J�X�� �X vezanju lijekova [8,26]. Zbog prostranosti ovog veznog 

�P�M�H�V�W�D���� �O�L�J�D�Q�G�L�� �Q�L�V�X�� �V�W�H�U�L�þ�N�L�� �R�J�U�D�Q�L�þ�H�Q�L�� �L�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�L��se �O�L�J�D�Q�G�L�� �P�R�J�X�� �L�V�W�R�Y�U�H�P�H�Q�R�� �Y�H�]�D�W�L���� �ã�W�R��

�R�P�R�J�X�ü�X�Me vezanje i molekula vode. Molekule vode �P�R�J�X�� �S�R�P�R�ü�L�� �S�U�L�� �V�W�Y�D�U�D�Q�M�X�� �L�Q�W�H�U�D�N�F�L�M�D��

�L�]�P�H�ÿ�X���O�L�J�D�Q�D�G�D���L���+�6�$ [8], ali isto tako mogu objasniti nedostatak stereoselektivnosti za varfarin 

[27]. S obzirom da se u veznom mjestu I nalaze dvije skupine polarnih aminokiselinskih 

ost�D�W�D�N�D���� �Ä�V�D�Y�U�ã�H�Q�L�³�� �O�L�J�D�Q�G�� �E�L�� �E�L�O�D�� �P�R�O�H�N�X�O�D���V�� �G�Y�D�� �D�Q�L�R�Q�V�N�D�� �L�O�L�� �H�O�H�N�W�U�R�Q�H�J�D�W�L�Y�Q�D�� �G�L�M�H�O�D���� �X�G�D�O�M�H�Q�D��
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5�±6 veza jedna od druge. Jedna takva molekula je i CMPF (slike 2 i 3B)�����N�R�M�L���V�H���Y�H�å�H���]�D���+�6�$���V��

visokim afinitetom iako je hidrofilna molekula [8,15]. 

 

 

Slika 4. Vezno mjesto u poddomeni IIA. Hidrofilne aminokiseline su o�]�Q�D�þ�H�Q�H���S�O�D�Y�R�����K�L�G�U�R�I�R�E�Q�H���Q�D�U�D�Q�þ�D�V�W�R�����D��
neutralne bijelo. A. Hidrofilni ulaz veznog mjesta �R�P�H�ÿ�H�Qog polarnim aminokiselinama Lys 195, Lys 199, Arg 218 

�L���$�U�J�������������%�����'�U�X�J�D���V�N�X�S�L�Q�D���S�R�O�D�U�Q�L�K���D�P�L�Q�R�N�L�V�H�O�L�Q�D���7�\�U�������������+�L�V�����������L���$�U�J�������������&�����'�Q�R���G�X�E�O�M�H�J���Y�H�]�Q�R�J���G�å�H�Sa 
podijeljenog u dva dijela s �,�O�H�������������'�����0�D�Q�M�L���K�L�G�U�R�I�R�E�Q�L���G�å�H�S���R�P�H�ÿ�H�Q���V���3�K�H�������������7�U�S�������������$�O�D�������������/�H�X�����������L��

alifatskim dijelovima Lys 199 i Arg 218, gledano odostraga. 

Prostranost i vezna svojstva ovog veznog mjesta najbolje se mogu vidjeti kad se preklope 

kristalografske strukture varfarina i CMPF-a (slika 5)���� �0�R�å�H�� �V�H�� �S�U�L�Pijetiti da se konformacija 

�R�E�O�L�å�Q�M�L�K�� �D�P�L�Q�R�N�L�V�H�O�L�Q�D�� �Q�H�� �U�D�]�O�L�N�X�M�H�� �S�U�H�Y�L�ã�H���� �G�R�N�� �V�H�� �V�W�U�X�N�W�X�U�H�� �L�� �R�U�L�M�H�Q�W�D�F�L�M�H�� �Y�D�U�I�D�U�L�Q�D�� �L�� �&�0�3�)-a 
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�]�Q�D�þ�D�M�Q�R�� �U�D�]�O�L�N�X�M�X���� �2�E�D�� �V�S�R�M�D�� �V�H�� �S�U�R�V�W�L�U�X�� �X�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�H�� �G�L�M�H�O�R�Y�H�� �Y�H�]�Q�R�J�� �P�M�H�V�W�D���� �G�R�N�� �M�H�� �V�U�H�G�L�ã�Q�M�D��

�S�O�D�Q�D�U�Q�D���V�N�X�S�L�Q�D���X���R�E�D���V�O�X�þ�D�M�D���V�P�M�H�ã�W�H�Q�D u blizini Leu 238. To pokazuje kako se dva strukturno i 

�S�U�R�V�W�R�U�Q�R���Y�U�O�R���U�D�]�O�L�þ�L�W�D���O�L�J�D�Q�G�D���P�R�J�X���Y�H�]�D�W�L���]�D���L�V�W�R���Y�H�]�Q�R���P�M�H�V�W�R���]�D�K�Y�D�O�M�X�M�X�ü�L���Q�M�H�J�R�Y�R�M���Y�H�O�L�þ�L�Q�L�� 

 

 

Slika 5. Preklopljene strukture varfarina (plavo) i CMPF-�D�����å�X�W�R) vezanih za vezno mjesto u poddomeni IIA i 
aminokiseline s kojima dolaze u kontakt�����,�D�N�R���V�X���O�L�J�D�Q�G�L���S�U�R�V�W�R�U�Q�R���Y�U�O�R���U�D�]�O�L�þ�L�W�L�����Y�H�]�Q�R���P�M�H�V�W�R���M�H���G�R�Y�R�O�M�Q�R���Y�H�O�L�N�R���G�D��

�Y�H�å�H���R�E�D���O�L�J�D�Q�G�D���E�H�]���]�Q�D�þ�D�M�Q�L�K���S�U�R�P�M�H�Q�D���X���N�R�Q�I�R�U�P�D�F�L�M�L���D�P�L�Q�R�N�L�V�H�O�L�Q�V�N�L�K���R�V�W�D�W�D�N�D�� 

�9�H�]�D�Q�M�H���P�D�V�Q�L�K���N�L�V�H�O�L�Q�D���W�D�N�R�ÿ�H�U���X�W�M�H�þ�H���Q�D���W�H�U�F�L�M�D�U�Q�X���V�W�U�X�N�W�X�U�X���+�6�$ [8] i vezanje liganada 

za to vezno mjesto [10,28,29]. �.�D�G���V�H���P�D�V�Q�D���N�L�V�H�O�L�Q�D���Y�H�å�H���]�D���)�$�������S�R�V�W�U�D�Q�L�þ�Q�L���O�D�Q�D�F���7�\�U�����������V�H��

�S�U�H�P�M�H�ã�W�D�� �L�� �X�O�D�]�L�� �X�� �L�Q�W�H�U�D�N�F�L�M�X�� �V�� �N�D�U�E�R�N�V�L�O�Q�R�P�� �V�N�X�S�L�Q�R�P�� �P�D�V�Q�H�� �N�L�V�H�O�L�Qe u FA2. Dolazi do 

�N�R�Q�I�R�U�P�D�F�L�M�V�N�L�K�� �S�U�R�P�M�H�Q�D�� �+�6�$�� �L�� �]�Q�D�þ�D�M�Q�R�J�� �S�U�H�J�U�X�S�L�U�D�Q�M�D���R�V�W�D�O�L�K�� �D�P�L�Q�R�N�L�V�H�O�L�Q�D���� �þ�L�P�H�� �V�H��

�S�R�Y�H�ü�D�Y�D�� �Y�H�O�L�þ�L�Q�D�� �L�� �V�P�D�Q�M�X�M�H�� �S�R�O�D�U�Q�R�V�W�� �X�Q�X�W�D�U�Q�M�H�� �S�R�O�D�U�Q�H�� �V�N�X�S�L�Q�H�� �D�P�L�Q�R�N�L�V�H�O�L�Q�D���� �,�D�N�R�� �7�\�U�� ��������

�L�P�D���V�U�H�G�L�ã�Q�M�X���X�O�R�J�X���X���Y�H�]�D�Q�M�X���O�L�M�H�N�R�Y�D���N�R�G���+�6�$��na koji nisu vezane masne kiseline, kad HSA 

�X�ÿ�H�� �X�� �L�Q�W�H�U�D�N�F�L�M�H�� �V�� �P�D�V�Q�R�P�� �N�L�V�H�O�L�Q�R�P�� �X�� �)�$���� �P�M�H�V�W�X���� �X�O�R�J�X Tyr 150 �Q�D�G�R�P�M�H�ã�W�D�M�X�� �G�U�X�J�L��

aminokiselinski ostaci (Lys 199, Arg 222, His 242, i u manjoj mjeri Arg 218 i Arg 257), zbog 

�þ�H�J�D�� �M�H�� �Y�H�]�Q�R�� �P�M�H�V�W�R�� �K�L�G�U�R�I�R�E�Q�L�M�H���� �ã�W�R�� �P�R�å�H�� �þ�D�N�� �L�� �S�R�Y�H�ü�D�W�L��konstantu vezanja, npr. varfarina 
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[8,27]. �.�D�R���ã�W�R���M�H���Y�H�ü���U�H�þ�H�Q�R�����S�U�L�V�X�W�Q�R�V�W���P�D�V�Q�L�K���N�L�V�H�O�L�Q�D���X�W�M�H�þ�H���Q�D���R�U�L�M�H�Q�W�D�F�L�M�X���R�N�V�L�I�H�Q�E�X�W�D�]�R�Q�D����

ali isto tako i na raspored aminokiselina u blizini indometacina [8]. �3�U�L�� �Y�L�ã�L�P�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�P�D��

masnih kiselina, vezanje liganada se smanjuje zbog izravne kompeticije s masnim kiselinama za 

vezno mjesto malog afiniteta (engl. Low Affinity Site, LAS) FA7 [27].  
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1.2. Istiskivanje lijekova s proteina plazme 

Kad su u pitanju interakcije lijekova, vrlo se �P�D�O�R�� �S�D�å�Q�M�H�� �S�R�V�Y�H�ü�X�M�H�� �L�Q�W�H�U�D�N�F�L�M�D�P�D��

uzrokovanim istiskivanjem lijekova s proteina plazme, te se u �Q�D�M�Y�H�ü�H�P���E�U�R�M�X���V�O�X�þ�D�Meva smatraju 

�N�O�L�Q�L�þ�N�L�� �Q�H�]�Q�D�þ�D�M�Q�L�P�D [16,17]. Ovakva situacija je u kontrastu sa standardnom praksom 

prepisivanja lijekova, gdje je polifarmakoterapija jako zastupljena, posebice kod starijih 

�S�D�F�L�M�H�Q�D�W�D���V���G�R�G�D�W�Q�L�P���P�H�G�L�F�L�Q�V�N�L�P���S�U�R�E�O�H�P�L�P�D�����N�D�R���ã�W�R���V�X���R�J�U�D�Q�L�þ�H�Q�D���I�X�Q�N�F�L�M�D���M�H�W�U�H���L�O�L���E�X�E�U�H�J�D 

[30�±33]. Istovremeno �X�]�L�P�D�Q�M�H�� �Y�L�ã�H�� �O�L�M�H�N�R�Y�D���� �R�G�U�H�ÿ�H�Q�H�� �K�U�D�Q�H�� ���S�R�V�H�E�L�F�H�� �P�D�V�Q�H�� �K�U�D�Q�H���� �L��

interakcije �V�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�L�P�� �H�Q�G�R�J�H�Q�L�P�� �V�S�R�M�H�Y�L�P�D�� �S�R�S�X�W�� �K�R�U�P�R�Q�D�� �P�Rgu dovesti do istiskivanja 

pojedinih lijekova s proteina plazme �L�� �Q�D�� �W�D�M�� �Q�D�þ�L�Q�� �S�R�Y�H�ü�D�W�L�� �Q�M�L�K�R�Y�X�� �W�R�N�V�L�þ�Q�R�V�W�� �L���L�O�L�� �X�E�U�]�D�W�L��

njihovu eliminaciju [17]. �'�R�G�D�W�Q�L�� �S�U�R�E�O�H�P�� �S�U�H�G�V�W�D�Y�O�M�D�� �þ�L�Q�M�H�Q�L�F�D�� �G�D�� �V�H�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�Fija proteina 

plazme razlikuje �P�H�ÿ�X��osobama �L�O�L�� �M�H�� �G�R�� �Q�M�H�� �G�R�ã�O�R�� �]�E�R�J�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K�� �P�H�G�L�F�L�Q�V�N�L�K�� �V�W�D�Q�M�D����

�.�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D���S�U�R�W�H�L�Q�D���S�O�D�]�P�H���P�R�å�H���E�L�W�L���]�Q�D�þ�D�M�Q�R���Q�L�å�D���N�R�G���Q�S�U�����S�D�F�L�M�H�Q�D�W�D���V���R�ã�W�H�ü�H�Q�M�H�P���M�H�W�U�H���L�O�L��

�E�X�E�U�H�J�D���� �ã�W�R�� �G�R�Y�R�G�L�� �G�R�� �Y�H�ü�H�� �Y�M�H�U�R�M�D�W�Q�R�V�W�L�� �L�V�W�L�V�N�L�Y�D�Q�M�D�� �O�L�M�H�N�R�Y�D [30,32,34]. S druge strane, u 

�V�L�W�X�D�F�L�M�D�P�D���J�G�M�H���V�H���+�6�$���N�R�U�L�V�W�L���X���O�L�M�H�þ�H�Q�M�X���R�S�H�N�O�L�Q�D�����I�H�W�D�O�Qe eritroblastoze, hemoragijskog �ã�R�Na, 

hipoproteinemije i ascitesa [3], �L�]�Q�H�Q�D�G�Q�R�� �S�R�Y�H�ü�D�Q�M�H�� �X�N�X�S�Q�R�J�� �E�U�R�M�D�� �Y�H�]�Q�L�K�� �P�M�H�V�W�D�� �P�R�å�H��

�X�]�U�R�N�R�Y�D�W�L�� �S�U�R�O�D�]�Q�X�� �I�O�X�N�W�X�D�F�L�M�X�� �X�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�L�� �V�O�R�E�R�G�Q�R�J�� �O�L�M�H�N�D���� �ã�W�R�� �M�H�� �Y�D�å�Q�R�� �N�R�G�� �Q�S�U����

antimikrobnih lijekova opisanih �P�L�Q�L�P�D�O�Q�R�P���X�þ�L�Q�N�R�Y�L�W�R�P���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�R�P [17]. 

�/�L�M�H�N�R�Y�L�� �V�H�� �]�D�� �S�U�R�W�H�L�Q�H�� �S�O�D�]�P�H�� �Y�H�å�X��s �U�D�]�O�L�þ�L�W�L�P�� �D�I�L�Q�L�W�H�W�L�P�D���� �1�H�N�L�� �O�L�M�H�N�R�Y�L�� �Q�H�� �S�R�N�D�]�X�M�X��

afinitet za HSA (npr. litij), dok su neki vezani �Y�L�ã�H�� �R�G�� �������� ���Q�S�U���� �Y�D�U�I�D�U�L�Q) [19]. Smatra se da 

�V�D�P�R���V�O�R�E�R�G�Q�L�����Q�H�Y�H�]�D�Q�L���O�L�M�H�N���P�R�å�H���S�U�R�ü�L���N�U�R�]���U�D�]�O�L�þ�L�W�D���W�N�L�Y�D���L���V�W�D�Q�L�þ�Q�H���P�H�P�E�U�D�Q�H���L���W�D�N�R���G�R�ü�L���G�R��

�U�H�F�H�S�W�R�U�D���R�G�J�R�Y�R�U�Q�R�J���]�D���I�D�U�P�D�N�R�O�R�ã�N�X���D�N�W�L�Y�Q�R�V�W���O�L�M�H�N�D [17]. Kad se molekule nevezanog lijeka 

uklone iz cirkulacije, �G�R�G�D�W�Q�D�� �N�R�O�L�þ�L�Q�D�� �O�L�M�H�N�D�� �G�L�V�R�F�L�U�D�� �V�� �S�U�R�W�H�L�Q�D�� �S�O�D�]�P�H�� �S�U�H�P�D�� �]�D�N�R�Q�X�� �R��

djelovanju masa, tako da s konstantnom koncentracijom proteina [P], omjer koncentracija 

vezanog liganda [LP] i nevezanog liganda ostaje konstantan (KA) 

[L] + [P] �Ž [LP] 

KA = [LP] / [L][P] 

�8���V�O�X�þ�D�M�X���G�D���V�H���Q�H�N�L���G�U�X�J�L���V�S�R�M�����V�S�R�M���%�����Y�H�å�H���Q�D���L�V�W�R���Y�H�]�Q�R���P�M�H�V�W�R���N�D�R���L���V�S�R�M���N�R�M�L���M�H���Y�H�ü���Y�H�]�D�Q��

���V�S�R�M���$�������P�R�J�X�ü�H���M�H���G�D���V�S�R�M���%���L�V�W�L�V�Q�H���V�S�R�M���$���L���S�R�Y�H�ü�D���P�X���V�O�R�E�R�G�Q�X���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�X�����D���Q�D���W�D�M���Q�D�þ�L�Q���L 

�W�R�N�V�L�þ�Q�R�V�W�����.�O�L�Q�L�þ�N�D���]�Q�D�þ�D�M�Q�R�V�W���L�V�W�L�V�N�L�Y�D�Q�M�D���O�L�M�H�N�R�Y�D���V���S�U�R�W�H�Lna plazme je kontroverzna tema. Na 

�S�R�þ�H�W�N�X�� �V�H�� �V�P�D�W�U�D�O�R�� �G�D�� �M�H�� �Y�D�å�Q�R�� �]�Q�D�W�L�� �W�R�þ�Q�D�� �Y�H�]�Q�D�� �P�M�H�V�W�D�� �L�� �S�R�V�W�R�W�D�N�� �Y�H�]�D�Q�R�J�� �O�L�M�H�N�D�� �N�D�N�R�� �E�L�� �V�H��
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�L�]�E�M�H�J�O�R���S�R�W�H�Q�F�L�M�D�O�Q�R���L�V�W�L�V�N�L�Y�D�Q�M�H���O�L�M�H�N�D���W�H���S�R�V�O�M�H�G�L�þ�Q�R���S�R�Y�H�ü�D�Q�M�H���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�H���V�O�R�E�R�G�Q�R�J���O�L�M�H�N�D��

uzrokovano primjenom nekog drugog lijeka. �2�S�ü�H�Q�L�W�R���� �Y�D�å�Q�R�V�W�� �L�V�W�L�V�N�L�Y�D�Q�M�D�� �O�L�M�H�N�R�Y�D�� �M�H�� �E�L�O�D��

�S�U�H�F�L�M�H�Q�M�L�Y�D�Q�D���M�H�U���M�H���Y�H�ü�L�Q�D���L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D���E�L�O�D���S�U�R�Y�R�ÿ�H�Q�D���X��in vitro uvjetima i mnoge su studije bile 

�X�V�U�H�G�R�W�R�þ�H�Q�H���Q�D���S�R�V�W�R�W�D�N���O�L�M�H�N�D���N�R�M�L���M�H���Q�H�Y�H�]�D�Q, �X�P�M�H�V�W�R���Q�D���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�X���Q�H�Y�H�]�D�Q�R�J���O�L�M�H�N�D���� �ã�Wo 

�Q�H�� �P�R�U�D�� �Q�X�å�Q�R�� �E�L�W�L�� �N�R�U�H�O�L�U�D�Q�R [16,35,36]. �,�D�N�R�� �M�H�� �R�Y�D�� �W�H�P�D�� �M�R�ã�� �X�Y�L�M�H�N�� �N�R�Q�W�U�R�Y�H�U�]�Q�D����novija 

�L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D���J�R�Y�R�U�H���G�D���M�H���L�V�W�L�V�N�L�Y�D�Q�M�H���O�L�M�H�N�R�Y�D���V���S�U�R�W�H�L�Q�D���S�O�D�]�P�H���R�G���P�D�O�H���N�O�L�Q�L�þ�N�H���Y�D�å�Q�R�V�W�L, osim 

�X�� �R�G�U�H�ÿ�H�Q�L�P�� �V�O�X�þ�D�M�H�Y�L�P�D �N�D�R�� �ã�W�R�� �V�X�� �Q�D�U�X�ã�H�Qe funkcije jetre ili bubrega [3,16,36,37]. Kad je 

�L�V�W�L�V�N�L�Y�D�Q�M�H�� �R�G�� �N�O�L�Q�L�þ�N�H�� �]�Q�D�þ�D�M�Q�R�V�W�L���� �R�Q�R�� �P�R�å�H�� �G�R�Y�H�V�W�L�� �G�R�� �S�U�L�M�H�O�D�]�Q�R�J�� �S�R�Y�H�ü�D�Q�M�D���I�D�U�P�D�N�R�O�R�ã�N�H 

aktivnosti primijenjenog lijeka ili njegovog �E�U�å�Hg �L�]�O�X�þ�L�Y�D�Q�Ma���� �V�� �R�E�]�L�U�R�P�� �G�D�� �M�H�� �Y�H�ü�D�� �N�R�O�L�þ�L�Q�D��

�O�L�M�H�N�D���G�R�V�W�X�S�Q�D���]�D���Y�H�]�D�Q�M�H���Q�D���P�H�W�X���L�O�L���]�D���H�N�V�N�U�H�F�L�M�X�����3�R�W�R�Q�M�L���V�O�X�þ�D�M���M�H���R�G���Q�D�U�R�þ�L�W�H���Y�D�å�Q�R�V�W�L���N�D�G���V�H��

�N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�� �O�L�M�H�N�D�� �P�R�U�D�� �R�G�U�å�D�Y�D�W�L�� �L�]�Q�D�G�� �R�G�U�H�ÿ�H�Q�H�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�H�� �G�D�� �E�L�� �O�L�M�H�N�� �E�L�R�� �X�þ�L�Q�N�R�Y�L�W���� �N�D�R��

kod npr. antiinfektivnih lijekova [17]. 

�9�H�ü�L�Q�D���V�H���O�L�M�H�N�R�Y�D���X���R�G�U�H�ÿ�H�Q�R�P���S�R�V�W�R�W�N�X���Y�H�å�H���]�D���S�U�R�W�H�L�Q�H���S�O�D�]�P�H�� �Q�D�M�Y�L�ã�H���Q�D���+�6�$�����.�D�R���ã�W�R��

�M�H���Y�H�ü �U�H�þ�H�Q�R���� �V�D�P�R���Q�H�Y�H�]�D�Q�D���� �V�O�R�E�R�G�Q�D�� �I�U�D�N�F�L�M�D�� �O�L�M�H�N�D���P�R�å�H���S�U�R�X�]�U�R�þ�L�W�L���å�H�O�M�H�Q�D���� �D�O�L���L���Q�H�å�H�O�M�H�Q�D��

djelovanja lijeka, bilo prije ili nakon biotransformacije nakon koje slijedi �L�]�O�X�þ�L�Y�D�Q�M�H. U 

�U�D�Y�Q�R�W�H�å�Q�R�P�� �V�W�D�Q�M�X�� �L�� �X�� �R�G�V�X�W�Q�R�V�W�L�� �D�N�W�L�Y�Q�R�J�� �W�U�D�Q�V�S�R�U�W�D���� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�� �O�L�M�H�N�D�� �M�H�� �M�H�G�Q�D�N�D�� �V�� �R�E�M�H��

strane plazma�W�V�N�H�� �P�H�P�E�U�D�Q�H�� �W�D�N�R�� �G�D�� �V�H�� �P�R�å�H�� �V�P�D�W�U�D�W�L�� �G�D�� �M�H�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�� �O�L�M�H�N�D�� �X�� �S�O�D�]�P�L��

jednaka koncentraciji lijeka na mjestu djelovanja. Istiskivanje lijekova, kao i endogenih spojeva, 

�V���Q�M�L�K�R�Y�L�K���Y�H�]�Q�L�K���P�M�H�V�W�D���Q�D���S�U�R�W�H�L�Q�L�P�D���S�O�D�]�P�H�����P�R�å�H���X�W�M�H�F�D�W�L���Q�D���Q�M�L�K�R�Y���V�O�R�E�R�G�Q�L���X�Gio, kao i na 

�Q�M�L�K�R�Y�X�� �V�O�R�E�R�G�Q�X�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�X���� �7�R�� �P�R�å�H�� �E�L�W�L�� �X�]�U�R�N�R�Y�D�Q�R�� �E�L�O�R�� �N�R�P�S�H�W�L�W�L�Y�Q�L�P�� �L�V�W�L�V�N�L�Y�D�Q�M�H�P��

���J�G�M�H���V�H���G�Y�D���V�S�R�M�D���Q�D�W�M�H�þ�X���]�D���L�V�W�R���Y�H�]�Q�R���P�M�H�V�W�R�����L�O�L���D�O�R�V�W�H�U�L�þ�Nim istiskivanjem (gdje vezanje spoja 

B inducira konformacijske promjene u proteinu koje dovode do disocijacije spoja A s proteina). 

Ove interakcije mogu utjecati na farmakokinetiku (raspodjelu, metabolizam i �L�]�O�X�þ�L�Y�D�Q�M�H), kao i 

�Q�D���I�D�U�P�D�N�R�G�L�Q�D�P�L�N�X���O�L�M�H�N�D�����L�D�N�R���X���Y�H�ü�L�Q�L���V�O�X�þ�D�M�H�Y�D���Q�L�V�X���N�O�L�Q�L�þ�N�L���]�Q�D�þ�D�M�Q�H. 

1.2.1. �1�X�å�Q�L���X�Y�M�H�W�L���]�D���N�O�L�Q�L�þ�N�L���Y�D�å�Q�R���L�V�W�L�V�N�L�Y�D�Q�M�H��lijekova s proteina plazme 

�2�V�Q�R�Y�Q�L�� �X�Y�M�H�W�� �]�D�� �N�O�L�Q�L�þ�N�L�� �Y�D�å�Qu interakciju istiskivanja lijekova je da se lijek koji se 

�L�V�W�L�V�N�X�M�H���X���Y�L�V�R�N�R�P���S�R�V�W�R�W�N�X���Y�H�å�H���]�D���S�U�R�W�H�L�Q�H���S�O�D�]�P�H�����!�����������L���G�D���L�P�D���X�V�N�X���W�H�U�D�S�L�M�V�N�X���ã�L�U�L�Q�X�����8��

�W�D�N�Y�R�P�� �V�O�X�þ�D�M�X���� �P�D�O�R�� �V�P�D�Q�M�H�Q�M�H�� �N�R�O�L�þ�L�Q�H�� �Y�H�]�D�Q�R�J�� �O�L�M�H�N�D�� �]�Q�D�þ�D�M�Q�R�� �S�R�Y�L�V�X�M�H�� �Q�M�H�J�R�Y�X�� �V�O�R�E�R�G�Q�X��

�N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�X�����R�G�J�R�Y�R�U�Q�X���]�D���Q�M�H�J�R�Y�H���I�D�U�P�D�N�R�O�R�ã�N�H���X�þ�L�Q�N�H�����6�S�R�M���N�R�M�L���L�V�W�L�V�N�X�M�H���O�L�M�H�N���Wa�N�R�ÿ�H�U���P�R�U�D��

biti vezan u visokom postotku i mora biti u dovoljno visokoj koncentraciji da bi bio u 
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�P�R�J�X�ü�Q�R�V�W�L���Q�D�W�M�H�F�D�W�L���V�H���V���O�L�M�H�N�R�P���R�G���L�Q�W�H�U�H�V�D�����.�D�S�D�F�L�W�H�W���+�6�$���]�D���R�E�D���V�S�R�M�D���W�D�N�R�ÿ�H�U��se mora uzeti 

�X�� �R�E�]�L�U���� �-�R�ã�� �M�H�G�D�Q�� �X�Y�M�Ht koji se mora uzeti u obzir jest da je lijek koji se istiskuje visokog 

postotka ekstrakcije, odnosno da protok krvi kroz organe koji eliminiraju lijek mora biti manji od 

�X�P�Q�R�ã�N�D���S�R�V�W�R�W�N�D���Q�H�Y�H�]�D�Q�R�J���O�L�M�H�N�D���L���N�O�L�U�H�Q�V�D���R�U�J�D�Q�D�����7�R���]�Q�D�þ�L���G�D���M�H���S�U�R�W�R�N���N�U�Y�L���N�U�R�]���R�U�J�D�Q���N�R�M�L��

�H�O�L�P�L�Q�L�U�D���O�L�M�H�N���R�J�U�D�Q�L�þ�D�Y�D�M�X�ü�L���I�D�N�W�R�U���]�D��eliminaciju �O�L�M�H�N�D���L���G�D���S�R�Y�L�ã�H�Q�M�H���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�H �O�L�M�H�N�D���Q�H�ü�H��

biti adekvatno kompenzirano ubrzanjem eliminacije lij�H�N�D���� �8�� �V�O�X�þ�D�M�X�� �O�L�M�H�N�R�Y�D�� �Q�L�V�N�R�J�� �S�R�V�W�R�W�N�D��

�H�N�V�W�U�D�N�F�L�M�H���� �L�V�W�L�V�Q�X�W�L�� �O�L�M�H�N�� �ü�H�� �E�L�W�L�� �G�R�V�W�X�S�D�Q�� �]�D�� �H�O�L�P�L�Q�D�F�L�M�X�� �L�� �X�� �W�R�P�� �V�O�X�þ�D�M�X�� �ü�H�� �P�X�� �V�H�� �V�P�D�Q�M�L�W�L��t1/2. 

�7�D�N�R�ÿ�H�U���� �V�� �R�E�]�L�U�R�P�� �G�D�� �S�R�V�W�R�M�L�� �Y�U�H�P�H�Q�V�N�L�� �R�G�P�D�N�� �L�]�P�H�ÿ�X�� �S�U�R�P�M�H�Q�H�� �X�� �V�O�R�E�R�G�Q�R�M�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�L��

�O�L�M�H�N�D���L���Q�D�V�W�X�S�D���I�D�U�P�D�N�R�O�R�ã�N�L�K���S�R�V�O�M�H�G�L�F�D�����V�S�R�M���N�R�M�L��istiskuje mora biti primijenjen ili intravenski 

ili oralno uz izostanak �K�H�S�D�W�L�þ�N�R�J���N�O�L�U�H�Q�V�D�����8���V�X�S�U�R�W�Q�R�P�H���� �N�R�P�S�H�Qzacijski �P�H�K�D�Q�L�]�P�L���ü�H���E�L�W�L���X��

stanju smanjiti potencijal istiskivanja prije nego �G�U�X�J�L�� �V�S�R�M�� �G�R�ÿ�H�� �X�� �F�L�U�N�X�O�D�F�L�M�X����Taj vremenski 

odmak je svojstvo svakog lijeka posebno te �V�� �N�U�D�ü�L�P�� �Y�U�H�P�H�Q�V�N�L�P�� �R�G�P�D�N�R�P�� �S�R�W�U�H�E�Q�L�P��za 

�S�R�Q�R�Y�Q�R���X�V�S�R�V�W�D�Y�O�M�D�Q�M�H���U�D�Y�Q�R�W�H�å�H�����I�D�U�P�D�N�R�O�R�ã�N�L���X�þ�L�Q�F�L���ü�H���E�L�W�L���L�]�U�D�å�H�Q�L�M�L [16,17,37,38]. 

1.2.2. �7�H�U�D�S�L�M�V�N�R���S�U�D�ü�H�Q�M�H���O�L�M�H�N�D 

�7�H�U�D�S�L�M�V�N�R�� �S�U�D�ü�H�Q�M�H�� �O�L�M�H�N�D�� ���H�Q�J�O����Therapeutic Drug Monitoring, TDM) predstavlja 

upravljan�M�H���U�H�å�L�P�R�P���S�U�L�P�M�H�Q�H �O�L�M�H�N�R�Y�D���Q�D���W�H�P�H�O�M�X���Q�M�L�K�R�Y�H���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�H���X���N�U�Y�L�����7�'�0���R�E�L�þ�Q�R���Q�L�M�H��

�S�R�W�U�H�E�D�Q�� �]�D�� �O�L�M�H�N�R�Y�H�� �þ�L�M�H�� �V�X�� �W�H�U�D�S�L�M�V�N�H�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�H�� �S�X�Q�R�� �Q�L�å�H�� �R�G�� �Q�M�L�K�R�Y�L�K�� �W�R�N�V�L�þ�Q�L�K��

�N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D���� �0�H�ÿ�X�W�L�P���� �]�D�� �O�L�Mekove s uskim rasponom terapijskih koncentracija, kod kojih se 

�W�R�N�V�L�þ�Q�R�V�W�� �S�R�V�W�L�å�H�� �S�U�L�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�P�D�� �N�R�M�H�� �V�X�� �P�D�O�R�� �L�]�Q�D�G�� �Q�M�L�K�R�Y�H �Q�D�M�Y�L�ã�H��terapijske 

koncentracije���� �7�'�0�� �P�R�å�H�� �E�L�W�L�� �R�G�� �Y�H�O�L�N�H�� �N�R�U�L�V�W�L [19]. S obzirom da je samo slobodna 

�N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D���O�L�M�H�N�D���I�D�U�P�D�N�R�O�R�ã�N�L���D�N�W�L�Y�Q�D����promjene u postotku vezanja lijeka za proteine plazme 

mogu utjecati na njegovu aktivnu koncentraciju bez puno utjecaja na njegovu ukupnu 

koncentraciju. T�R���P�R�å�H���G�R�Y�H�V�W�L���G�R���S�R�G�G�R�]�L�U�D�Q�M�D�����W�R�N�V�L�þ�Q�L�K���X�þ�L�Q�D�N�D���L�O�L���þ�D�N���G�R���S�R�J�U�H�ã�Q�H���G�L�M�D�J�Q�R�]�H 

[14,32]. Za lijek s uskom terap�L�M�V�N�R�P�� �ã�L�U�L�Q�R�P���� �D�N�R�� �M�H�� �Y�H�]�D�Q�M�H�� �]�D �S�U�R�W�H�L�Q�H�� �S�O�D�]�P�H�� �Y�H�ü�H�� �R�G��

�X�R�E�L�þ�D�M�H�Q�R�J���� �P�R�å�H�� �V�H�� �]�D�N�O�M�X�þ�L�W�L�� �G�D���M�H�� �U�H�å�L�P�� �S�U�L�P�M�H�Q�H lijeka dobar, iako slobodna koncentracija 

�O�L�M�H�N�D�� �Q�L�M�H�� �G�R�Y�R�O�M�Q�D�� �G�D�� �G�R�Y�R�G�H�� �G�R�� �I�D�U�P�D�N�R�O�R�ã�N�R�J�� �X�þ�L�Q�N�D���� �6�� �G�U�X�J�H�� �V�W�U�D�Q�H���� �D�N�R�� �M�H�� �Y�H�]�D�Q�M�H�� �]�D��

�S�U�R�W�H�L�Q�H���S�O�D�]�P�H���Q�L�å�H���R�G���X�R�E�L�þ�D�M�H�Q�R�J�����Y�L�V�R�N�L���N�O�L�U�H�Q�V���ü�H���N�R�P�S�H�Q�]�L�U�D�W�L���S�R�þ�H�W�Q�X���Y�L�ã�X���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�X��

�O�L�M�H�N�D���� �.�R�Q�D�þ�Q�D�� �V�O�R�E�R�G�Q�D�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�� �O�L�M�H�N�D�� �ü�H�� �V�H���Y�U�D�W�L�W�L�� �Q�D�� �R�þ�H�N�L�Y�D�Q�X�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�X���� �D�O�L�� �ü�H��

�X�N�X�S�Q�D���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D���E�L�W�L���Q�L�å�D���W�H���ü�H���O�L�M�H�N���W�U�H�E�D�W�L���þ�H�ã�ü�H���X�]�L�P�D�W�L [16,17]. 

  



15 
 

1.3. �6�S�R�M�H�Y�L���N�R�U�L�ã�W�H�Q�L���X���L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�X 

1.3.1. Flavonoidi 

Flavonoidi su skupina sekundarnih metabolita �Y�L�ã�L�K��biljaka. �,�P�H�� �L�P�� �S�R�W�M�H�þ�H�� �R�G�� �O�D�W�L�Q�V�N�H��

�U�L�M�H�þ�L��flavus�����ã�W�R���]�Q�D�þ�L���å�X�W�����D���R�S�L�V�X�M�H���Q�M�L�K�R�Y�X���E�R�M�X�����.�H�P�L�M�V�N�L�����R�V�Q�R�Y�Q�D���V�W�U�X�N�W�X�U�D���L�P���M�H������-�H�U�R�þ�O�D�Q�L��

kostur koji se sastoji od dva benzenska (A i B) i jedn�R�J���K�H�W�H�U�R�F�L�N�O�L�þ�Q�R�J���S�U�Vtena (C) u obliku C6-

C3-C6. Dijele se na flavonoide (derivati 2-fenil-1,4-benzopirona (flavona)), izoflavonoide 

(derivati 3-fenil-1,4-benzopirona) i neoflavonoide (derivati 4-fenil-1,2 benzopirona) (slika 6), 

koji se dalje dijele u dodatne podskupine ovisno o prisutnosti C2-C3 dvostruke veze ���X���V�O�X�þ�D�M�X��

odsut�V�W�Y�D���G�Y�R�V�W�U�X�N�H���Y�H�]�H���V�S�R�M�H�Y�L���V�H���Q�D�]�L�Y�D�M�X���Ä�I�O�D�Ya�Q�R�L�G�L�³�� i 3-OH skupine ���X���W�R�P���V�H���V�O�X�þ�D�M�X���Qa 

kraju imena stavlja nastavak -ol) [39,40]. 

 

 

 

Slika 6. Podskupine flavonoida. A. flavonoidi, B. izoflavonoidi, C. neoflavonoidi. 

U prirodi postoji �Y�L�ã�H�� �R�G 5000 vrsta flavonoida, a �X�� �E�L�O�M�N�D�P�D�� �V�O�X�å�H�� �N�D�R�� �S�L�J�P�H�Q�W�L����

sudjeluju u filtra�F�L�M�L�� �8�9�� �]�U�D�N�D���� �I�L�N�V�D�F�L�M�L�� �G�X�ã�L�N�D�� �W�H �G�M�H�O�X�M�X�� �N�D�R�� �S�U�L�M�H�Q�R�V�Q�L�F�L�� �V�L�J�Q�D�O�D���� �I�L�]�L�R�O�R�ã�N�L��

regulatori i inhibitori �V�W�D�Q�L�þ�Q�R�J���F�L�N�O�X�V�D [39,40]. �7�D�N�R�ÿ�H�U���V�X���]�D�V�W�X�S�O�M�H�Q�L���X���O�M�X�G�V�N�R�M���S�U�H�K�U�D�Q�L���S�X�W�H�P��

�Y�R�ü�D�� �L�� �S�R�Y�U�ü�D [41] �W�H�� �L�P�D�M�X�� �E�U�R�M�Q�H�� �E�O�D�J�R�W�Y�R�U�Q�H�� �X�þ�L�Q�N�H�� �Q�D�� �]�G�U�D�Y�O�M�H���� �R�G�� �N�R�M�L�K�� �V�X�� �Q�D�M�L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�L�M�L��

antioksidat�L�Y�Q�L�� �X�þ�L�Q�D�N [42]���� �R�G�Q�R�V�Q�R�� �V�S�U�M�H�þ�D�Y�D�Q�M�H�� �O�L�S�L�G�Q�H�� �S�H�U�R�N�V�L�G�D�F�L�M�H [43] i prevencija 

�N�U�Y�R�å�L�O�Q�L�K���E�R�O�H�V�W�L [44�±46], a postoje �V�Q�D�å�Q�H���L�Q�G�L�N�D�F�L�M�H���G�D���G�M�H�O�X�M�X���L���D�Q�W�L�N�Dncerogeno [47]. 

�-�H�G�Q�R�P�� �N�D�G�� �X�ÿ�X�� �X�� �F�L�U�N�X�O�D�F�L�M�X���� �Y�H�ü�L�Q�D�� �V�H�� �I�O�D�Y�R�Q�R�L�G�D �H�N�V�W�H�Q�]�L�Y�Q�R�� �N�R�Q�M�X�J�L�U�D���� �S�U�H�W�H�å�L�W�R��

glukuronidacijom [48], �W�H�� �V�H�� �L�� �Q�H�P�H�W�D�E�R�O�L�]�L�U�D�Q�L�� �L�� �P�H�W�D�E�R�O�L�]�L�U�D�Q�L�� �R�E�O�L�F�L�� �Y�H�å�X u poddomeni IIA 

HSA [49�±52], s iznimkom flavanona [53]. Njihove koncentracije mogu dosegnuti i 
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�P�L�N�U�R�P�R�O�D�U�Q�H�� �U�D�]�L�Q�H���� �Q�S�U���� �Q�D�N�R�Q�� �N�R�Q�]�X�P�D�F�L�M�H�� �Y�H�O�L�N�L�K�� �N�R�O�L�þ�L�Q�D�� �O�X�N�D���� �]�H�O�H�Q�R�J�� �þ�D�M�D���� �V�R�N�D�� �R�G��

�Q�D�U�D�Q�þ�H�� �L�� �V�O�� [46,54,55]. Visoke koncentracije flavonoida i njihov visok postotak vezanja na 

vezno mjesto I potencijalno bi mogli  dovesti do istiskivanja lijekova te �Q�M�L�K�R�Y�L�K�� �W�R�N�V�L�þ�Q�L�K��

�X�þ�L�Q�D�N�D [56,57]. 

1.3.2. Varfarin  

�9�D�U�I�D�U�L�Q�� �M�H�� �W�L�S�L�þ�D�Q�� �O�L�M�H�N�� �R�G�� �N�R�M�H�J�� �V�H�� �P�R�å�H�� �R�þ�H�N�L�Y�D�W�L�� �G�D�� �X�O�D�]�L�� �X�� �L�Q�W�H�Uakcije s drugim 

�O�L�M�H�N�R�Y�L�P�D���M�H�U���� �L�]�P�H�ÿ�X���R�V�W�D�O�R�J�D���� �L�P�D���Q�L�V�N�L���S�R�V�W�R�W�D�N���H�N�V�W�U�D�N�F�L�M�H���� �Q�L�V�N�L���Y�R�O�X�P�H�Q���G�L�V�W�U�L�E�X�F�L�M�H����Vd), 

uskog je raspona terapijskih koncentracija���� �V�� �J�R�U�Q�M�R�P�� �J�U�D�Q�L�F�R�P�� �R�G�� �S�U�L�E�O�L�å�Q�R������ �—�0�� ������ �P�J���P�/�� 

[58,59], s time da je �Y�L�ã�H�� �R�G�� �������� �Y�H�]�D�Q�� �]�D�� �+�6�$ [16,17]. Interakcije varfarina s �Y�L�ã�H�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K��

lijekova su �S�U�R�J�O�D�ã�H�Q�H�� �N�O�L�Q�L�þ�N�L�� �]�Q�D�þajnima, iako s blagim nuspojavama [3,60]. �9�H�ü�L�Q�D��ih je 

kombinacija istiskivanja i inhibicije metabolizma, npr. s fenilbutazonom [61] i amiodaronom 

[62], ali za interakcije s klofibratom i kloralhidratom se pretpostavlja da su uzrokovane 

�L�V�N�O�M�X�þ�L�Y�R�� �L�V�W�L�V�N�L�Y�D�Q�M�H�P [3,63]. �7�D�N�R�ÿ�H�U, postoje indikacije da FDH varijacije �Q�D�� �S�R�O�R�å�D�M�L�P�D��

R218H i R218P smanjuju afinitet vezanja varfarina za HSA pet puta [64], �ã�W�R���Q�H�P�D���X�W�M�H�F�D�M�D���Q�D��

�S�R�Y�H�ü�D�Q�M�H���W�R�N�V�L�þ�Q�R�V�W�L���Y�D�U�I�D�U�L�Q�D�����D�O�L���P�R�å�H���G�R�Y�H�V�W�L���G�R promjena u njegovom t1/2 [17]. P�R�W�Y�U�ÿ�H�Q�R��je 

i da je pri visokim molarnim koncentracijama masnih kiselina ([masne kiseline]:[HSA] > 3), 

afinitet vezanja varfarina za HSA smanjen [10], dok je �X���V�O�X�þ�D�M�X kovalentnog vezanja glukoze za 

HSA (npr. kod diabetes mellitusa), afi�Q�L�W�H�W�� �Y�H�]�D�Q�M�D�� �Y�D�U�I�D�U�L�Q�D�� �S�R�Y�H�ü�D�Q [3]. Dostupne su i 

kristalografske strukture kompleksa varfarina vezanog u poddomeni IIA HSA [8,27]. 

1.3.3. Indometacin i piroksikam  

Indometacin je nesteroidni protuupalni lijek (engl. NonSteroidal Anti-Inflammatory Drug, 

NSAID) iz skupine arilalkanskih kiselina (derivat metiliranog indola) i inhibira sintezu 

prostaglandina, prostaciklina i tromboksana iz arahidonske kiseline [65], tako da inhibira i COX-

1 i COX-�����H�Q�]�L�P�H�����V���Y�H�ü�L�P���D�I�L�Q�L�W�H�W�R�P���]�D���&�2�;-1 enzim [66]. V�H�å�H��se za HSA >99%. Kao i kod 

varfarina, dostupna je kristalografska struktura indometacina vezanog za HAS (u poddomeni 

�,�,�$�����L���/�$�6���Q�D���+�6�$�����N�R�M�L���V�X���U�D�]�O�L�þ�L�W�L���R�G���Y�H�]�Q�R�J���S�R�G�U�X�þ�Ma varfarina [8,67]. 

Piroksikam, kao i indometacin, pripada NSAID skupini lijekova, u podskupinu oksikama 

te imaju isti mehanizam djelovanja. Kao i indometacin, i piroksikam se u vrlo visokom postotku 

�Y�H�åe za HSA (>99%). 
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�6�� �R�E�]�L�U�R�P�� �Q�D�� �Q�M�L�K�R�Y�X�� �ã�L�U�R�N�X�� �X�S�R�W�U�H�E�X���� �S�R�W�H�Q�F�L�M�D�O�Q�R�� �R�S�D�V�Q�H�� �Q�X�V�S�R�M�D�Y�H�� �L�� �Y�U�O�R�� �Y�L�V�R�N�L��

�S�R�V�W�R�W�D�N�� �Y�H�]�D�Q�M�D�� �Q�D�� �+�6�$���� �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�H�� �N�O�L�Q�L�þ�N�H�� �]�Q�D�þ�D�M�Q�R�V�W�L�� �Q�M�L�K�R�Y�D�� �L�V�W�L�V�N�L�Y�D�Q�M�D�� �V�� �+�6�$��je 

opravdano. 

1.3.4. Furosemid 

Furosemid je diuretik Henleove petlje koji se v�H�å�H���]�D���+�6�$���!������. Njegova koncentracija 

u krvi iznosi do ������ ���J���P�/ [68�±70]. �.�R�U�L�V�W�L�� �V�H�� �N�R�G�� �H�G�H�P�D���� �F�L�U�R�]�H�� �M�H�W�U�H���� �R�ã�W�H�ü�H�Q�M�D�� �E�X�E�U�H�J�D�� �L��

visokog krvnog tlaka. Z�E�R�J���X�þ�H�V�W�D�O�R�V�W�L���Q�M�H�J�R�Y�H���S�U�L�P�M�H�Q�H�����S�R�J�R�W�R�Y�R���N�R�G���V�W�D�U�L�M�L�K���S�D�F�L�M�H�Q�D�W�D�����D�O�L���L��

�N�O�L�Q�L�þ�N�H�� �]�Q�D�þ�D�M�Q�R�V�W�L�� �L�Q�W�H�U�D�N�F�L�M�D�� �X�� �N�R�M�H�� �X�Oazi [71,72], �W�D�N�R�ÿ�H�U�� �M�H�� �G�R�E�D�U�� �N�D�Q�G�L�G�D�W�� �]�D�� �L�V�S�L�W�L�Y�D�Q�M�H��

istiskivanja s HSA. 

1.3.5. Mikofenolat mofetil  

Mikofenolat mofetil je morfolinoetilni ester mikofenolne kiseline, imunosupresiva koji se 

koristi u svrhu prevencije odbacivanja organa pri njihovoj transplantaciji [19,73,74]. 

Mikofenolna kiselina je reverzibilni �L�Q�K�L�E�L�W�R�U�� �L�Q�R�]�L�Q�� �P�R�Q�R�I�R�V�I�D�W�� �G�H�K�L�G�U�R�J�H�Q�D�]�H�� �W�H�� �Q�D�� �W�D�M�� �Q�D�þ�L�Q��

inhibira de novo sintezu purina i DNA te proliferaciju T i B limfocita [74]. Mikofenolna kiselina 

se �Y�H�å�H���]�D���+�6�$���!�����������D�O�L���P�R�å�H���G�R�V�H�J�Q�X�W�L���L�����������N�R�G���S�D�F�L�M�H�Q�D�W�D���V���W�U�D�Q�V�S�O�D�Q�W�L�U�D�Q�R�P���M�H�W�U�R�P [75], 

dok �N�O�L�Q�L�þ�Ni podaci za mikofenolat mofetil nisu dostupni. Mikofenolat mofetil u cirkulaciji brzo 

�S�U�H�O�D�]�L�� �X�� �P�L�N�R�I�H�Q�R�O�Q�X�� �N�L�V�H�O�L�Q�X�� �N�R�M�D�� �S�R�V�W�L�å�H���Q�D�M�Y�L�ã�X koncentraciju nakon jednog sata [76]. 

�1�H�R�Y�L�V�Q�R���R���W�R�P�H���� �P�L�N�R�I�H�Q�R�O�D�W���P�R�I�H�W�L�O���M�H���X�N�O�M�X�þ�H�Q���X���R�Y�R���L�V�W�D�å�L�Y�D�Q�M�H���M�H�U���M�H�����]�D���U�D�]�O�L�N�X���R�G���R�V�W�D�O�L�K��

�L�V�S�L�W�L�Y�D�Q�L�K�� �O�L�M�H�N�R�Y�D���� �G�R�V�W�D�� �Y�H�ü�H�� �L�� �I�O�H�N�V�L�E�L�O�Q�L�M�H�� �V�W�U�X�N�W�X�U�H�� �W�H�� �M�H�� �N�D�R�� �W�D�N�D�Y�� �]�D�Q�L�Pljiv za usporedbu 

dobivenih rezultata. 



 
 

2.  CILJ I HIPOTEZE �,�6�7�5�$�ä�,�9�$�1�-�$
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�1�D�N�R�Q���ã�W�R���X�ÿ�X���X���F�L�U�N�X�O�D�F�L�M�X�����Y�H�ü�L�Q�D���I�O�D�Y�R�Q�R�L�G�D���V�H���Y�H�å�H���]�D���Y�H�]�Q�R���P�M�H�V�W�R���,�,�$��HSA (vezno 

mjesto I), najzastupljenijeg proteina u ljudskoj plazmi. Na t�R�� �V�H�� �Y�H�]�Q�R�� �P�M�H�V�W�R�� �W�D�N�R�ÿ�H�U�� �Y�H�å�H�� �L��

veliki broj endobiotika, kao i ksenobiotika. S obzirom na visoku zastupljenost flavonoida u 

�V�Y�D�N�R�G�Q�H�Y�Q�R�M���S�U�H�K�U�D�Q�L�����S�R�V�W�D�Y�O�M�D���V�H���S�L�W�D�Q�M�H���Y�D�å�Q�R�V�W�L���L�Q�W�H�U�D�N�F�L�M�D���I�O�D�Y�R�Q�R�L�G�D���L���Q�M�L�K�R�Y�L�K���P�H�W�D�E�R�O�L�W�D��

s lijekovima �N�R�M�L���V�H���X���Y�L�V�R�N�R�P���S�R�V�W�R�W�N�X���Y�H�å�X���]�D���L�V�W�R���Y�H�]�Q�R���P�M�H�V�W�R�� �,�]���W�R�J���M�H���U�D�]�O�R�J�D���Q�X�å�Q�R���E�R�O�M�H��

opisati vezno mjesto I humanog serumskog albumina i interakcije do kojih na njemu dolazi. 

Time bi se mogao bolje proci�M�H�Q�L�W�L���U�L�]�L�N���Q�H�å�H�O�M�H�Q�L�K���X�þ�L�Q�D�N�D���O�L�M�H�N�R�Y�D���N�R�M�L���V�X���S�R�V�Ojedica njihovog 

istiskivanja s veznog mjesta. 

Hipote�]�D���L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D���M�H���G�D���V�W�U�X�N�W�X�U�Q�D���V�Y�R�M�V�W�Y�D���� �W�M���� �V�X�S�V�W�L�W�X�H�Q�W�L���Q�D���I�O�D�Y�R�Q�R�L�G�L�P�D���]�Q�D�þ�D�M�Q�R��

�X�W�M�H�þ�X���Q�D���V�S�R�V�R�E�Q�R�V�W���L���M�D�þ�L�Q�X���Q�M�L�K�R�Y�R�J���Y�H�]�D�Q�M�D���Q�D���Y�H�]�Q�R���P�M�H�V�W�R��I�����D���S�R�V�O�M�H�G�L�þ�Q�R���L���Q�D���P�R�J�X�ü�Q�R�V�W��

njihovih interakcija s l�L�M�H�N�R�Y�L�P�D���� �&�L�O�M�H�Y�L�� �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D�� �V�X�� �X�W�Y�U�G�L�W�L�� �V�W�U�X�N�W�X�U�Q�H�� �]�Q�D�þ�D�M�N�H�� �I�O�D�Y�R�Q�R�L�G�D��

�R�G�J�R�Y�R�U�Q�H�� �]�D�� �Q�M�L�K�R�Y�R�� �Y�H�]�D�Q�M�H�� �Q�D�� �+�6�$�� �L�� �P�R�J�X�ü�Q�R�V�W�� �L�Q�W�H�U�D�N�F�L�M�D�� �V�� �O�L�M�H�N�R�Y�L�P�D, kao i ispitati 

�P�R�J�X�ü�Q�R�V�W�� �S�U�L�P�M�H�Q�H�� �I�O�D�Y�R�Q�R�L�G�D�� �X�� �V�Y�U�K�X�� �S�U�R�F�M�H�Q�H�� �]�Duzetosti veznog mjesta IIA HSA u 

optimizaciji  doziranja lijekova uskog raspona terapijskih koncentracija. 

 

�6�S�H�F�L�I�L�þ�Q�L���F�L�O�M�H�Y�L���R�Y�R�J���G�R�N�W�R�U�V�N�R�J���U�D�G�D���V�X�� 

1. Bolje razumijeti svojstva veznog mjesta I 

a. �8�W�Y�U�ÿ�L�Y�D�Q�M�H�� �V�W�U�X�N�W�X�U�Q�L�K��svojstava �I�O�D�Y�R�Q�R�L�G�D�� �R�G�J�R�Y�R�U�Q�L�K�� �]�D�� �M�D�þ�L�Q�X�� �Y�H�]�D�Q�M�D�� �Q�D��

navedeno vezno mjesto. �9�D�å�Q�D��strukturna svojstva �ü�H�� �V�H�� �X�W�Y�U�G�L�W�L��

�I�O�X�R�U�H�V�F�H�Q�F�L�M�V�N�L�P�� �R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H�P�� �N�R�Q�V�W�D�Q�W�L�� �Y�H�]�D�Q�M�D�� ������ �I�O�D�Y�R�Q�R�L�G�D�� �Q�D�� �+�6�$�� �W�H��

povezivanjem dobivenih konstanti s molekulskim deskriptorima dobivenih 

�X�S�R�W�U�H�E�R�P���U�D�þ�X�Q�D�O�Q�R�J���S�U�R�J�U�D�P�D��Gaussian 09. 

b. �8�W�Y�U�ÿ�L�Y�D�Q�M�H�� �L�Q�W�H�U�D�N�F�L�M�D�� �L�]�P�H�ÿ�X�� �R�G�Dbranih flavonoida i ksenobiotika na razini 

vezanja za HSA. �,�Q�W�H�U�D�N�F�L�M�H�� �L�]�P�H�ÿ�X�� �I�O�D�Y�R�Q�R�L�G�D�� �L�� �N�V�H�Q�R�E�L�R�W�L�N�D���ü�H�� �V�H�� �X�W�Y�U�G�L�W�L�� �Q�D��

�Q�D�þ�L�Q���G�D���ü�H���V�H���U�D�]�O�L�þ�L�W�L���S�R�V�W�R�W�F�L���Y�H�]�Q�R�J���P�M�H�V�W�D���,���]�D�V�L�W�L�W�L���R�G�U�H�ÿ�H�Q�L�P���O�L�M�H�N�R�P���W�H���ü�H���V�H��

�P�M�H�U�L�W�L�� �X�W�M�H�F�D�M�� �]�D�V�L�ü�H�Q�M�D�� �Y�H�]�Q�R�J�� �P�M�H�V�W�D�� �Q�D�� �I�O�X�R�Uescenciju flavonoida. Rezultati 

�H�N�V�S�H�U�L�P�H�Q�D�W�D�� �ü�H�� �V�H�� �L�Q�W�H�U�S�U�H�W�L�U�D�W�L�� �]�D�M�H�G�Q�R�� �V�� �U�H�]�X�O�W�D�W�L�P�D�� �G�R�E�L�Y�H�Q�L�K�� �V�L�G�U�H�Q�M�H�P��

ispitivanih lijekova i flavonoida. 

2. �8�W�Y�U�ÿ�L�Y�D�Q�M�H�� �U�L�]�L�N�D�� �N�O�L�Q�L�þ�N�L�� �]�Q�D�þ�D�M�Q�L�K�� �L�Q�W�H�U�D�N�F�L�M�D�� �R�G�D�E�U�D�Q�L�K�� �I�O�D�Y�R�Q�R�L�G�D�� �L�� �O�L�M�H�N�R�Y�D�� �S�U�L��

vezanju za HSA. Iz rezulta�W�D�� �G�R�E�L�Y�H�Q�L�K�� �S�R�G�� �W�R�þ�N�R�P�� ������ �ü�H�� �V�H�� �S�U�R�F�L�M�H�Q�L�W�L�� �P�R�J�X�ü�Q�R�V�W��

�N�O�L�Q�L�þ�N�H���]�Q�D�þ�D�M�Q�R�V�W�L���L�Q�W�H�U�D�N�F�L�M�D���L�]�P�H�ÿ�X���L�V�S�L�W�L�Y�D�Q�L�K���O�L�M�H�N�R�Y�D���L���I�O�D�Y�R�Q�R�L�G�D�� 
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3. �,�V�S�L�W�D�W�L���P�R�J�X�ü�Q�R�V�W���U�D�]�Y�L�M�D�Q�M�D���P�H�W�R�G�H���]�D���R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H���S�R�V�W�R�W�N�D���]�D�V�L�ü�H�Q�R�V�W�L���Y�H�]�Q�R�J���P�M�H�V�W�D��I 

�S�R�P�R�ü�X�� �I�O�D�Y�R�Q�R�L�G�D. Iz rezultata dobiv�H�Q�L�K�� �S�R�G�� �W�R�þ�N�R�P�� ������ �ü�H�� �V�H�� �X�W�Y�U�G�L�W�L���P�R�J�X�ü�Q�R�V�W��

�U�D�]�Y�L�M�D�Q�M�D���R�S�ü�H�Q�L�W�H���P�H�W�R�G�H���]�D���L�V�S�L�W�L�Y�D�Q�M�H���S�R�V�W�R�W�N�D���]�D�V�L�ü�H�Q�R�V�W�L���Y�H�]�Q�R�J���P�M�H�V�W�D���,���+�6�$�� 



 
 

3.  MATERIJALI I METODE
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3.1. Materijali  

�+�6�$���E�H�]���Y�H�]�D�Q�L�K���P�D�V�Q�L�K���N�L�V�H�O�L�Q�D���þ�L�V�W�R�ü�H���•����������te varfarin natrij i piroksikam su kupljeni od 

Sigma-Aldrich, SAD. Indometacin, furosemid i mikofenolat mofetil su nabavljeni od Acros 

Organics, Belgija. 

Flavonoidi su �Q�D�E�D�Y�O�M�H�Q�L���R�G���(�[�W�U�D�V�\�Q�W�K�q�V�H, Francuska: 
�x krizin dimetileter 
�x diosmetin 
�x fisetin 
�x formononetin 
�x genistein 
�x kvercetin-3-O-glukuronid 
�x luteolin 
�x pinocembrin-7-metileter 
�x prunetin 
�x sakuranetin 
�x tamariksetin, 

ChromaDex, SAD: 
�x 3,6-dihidroksiflavon 
�x 7-hidroksiflavon 
�x flavanon, 

Sigma-Aldrich, SAD 
�x apigenin 
�x krizin 
�x flavon 
�x galangin 
�x kvercetin, 

Tr�D�Q�V�0�,�7���*�P�E�+�����1�M�H�P�D�þ�N�D 
�x izokvercitrin 
�x rutin 
�x hiperozid 
�x cinarozid 
�x izoorientin i 

�%�L�R�&�K�H�P�L�N�D�����â�Y�L�F�D�U�V�N�D 
�x ramnetin 

Svi standardni flavonoida su imali �G�H�N�O�D�U�L�U�D�Q�X���þ�L�V�W�R�ü�X���•�����������L���E�L�O�L���V�X���N�R�U�L�ã�W�H�Q�L���E�H�]���G�R�G�D�W�Q�R�J��

�S�U�R�þ�L�ã�ü�D�Y�D�Q�M�D��  
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3.2. In vitro �I�O�X�R�U�H�V�F�H�Q�F�L�M�V�N�D���V�S�H�N�W�U�R�V�N�R�S�L�M�D���U�D�Y�Q�R�W�H�å�Q�R�J���V�W�D�Q�M�D 

Vezanje liganada na vezno mjesto u poddomeni IIA vrlo se �M�H�G�Q�R�V�W�D�Y�Q�R�� �P�R�å�H�� �S�U�D�W�L�W�L��

metodom fluorescencijske spektroskopije. Dobro poznato svojstvo tog veznog mjesta je 

prisutnost triptofanskog aminokiselinskog ostatka, Trp 214, jedinog u cijeloj molekuli HSA, a 

�N�R�M�L�� �L�P�D�� �V�S�R�V�R�E�Q�R�V�W�� �I�O�X�R�U�H�V�F�H�Q�F�L�M�H�� �X�� �Y�R�G�H�Q�L�P�� �R�W�R�S�L�Q�D�P�D���� �.�D�G�� �V�H�� �Q�H�N�L�� �O�L�J�D�Q�G�� �Y�H�å�H�� �X�� �Q�M�H�J�R�Y�R�M��

blizini, intenzitet fluorescencije triptofana se smanjuje. T�R�� �V�Y�R�M�V�W�Y�R�� �R�P�R�J�X�ü�X�M�H�� �R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H��

konstante vezanja ispitivanog liganda [77,78].  

3.2.1. Mjerenje konstanti vezanja aglikona flavonoida 

�6�Y�M�H�åa otopina HSA pripremana je svaki dan prije mjerenja u Dulbecco fosfatnom puferu 

(137 mM natrijev klorid, 2,7 mM kalijev klorid, 8,1 mM dinatrijev hidrogenfosfat, 1,47 mM 

kalijev dihidrogenfosfat) [79]. Flavonoidi su otopljeni u DMSO-�X���L���Q�L�]���R�W�R�S�L�Q�D���M�H���E�L�R���S�U�L�U�H�ÿ�H�Q���]�D��

svaku kombinaciju HSA-�I�O�D�Y�R�Q�R�L�G�����N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D���+�6�$���M�H���E�L�O�D���N�R�Q�V�W�D�Q�W�Q�D���������—�0�� a koncentracija 

flavonoida je bila u rasponu 0,03�±�������—�0�����8���V�Y�L�P��je pokusima koncentracija DMSO-a bila ispod 

4% V/V. Utjecaj DMSO-a kao suotapala je bio anuliran dodatkom alikvota DMSO-a otopini 

HSA u kojoj nije bilo flavonoida. 

 Fluorescencijska mjerenja �X���U�D�Y�Q�R�W�H�å�Q�R�P���V�W�D�Q�M�X�� �V�X���L�]�Y�U�ã�H�Q�D���S�R�P�R�ü�X�� �2�/�,�6���5�6�0�����������)��

spektrofluorimetra (Olis Inc., SAD) opremljenog �W�H�U�P�R�V�W�D�W�L�U�D�Q�L�P�� �G�U�å�D�þ�H�P�� �N�L�Y�H�W�H�� �S�U�L�� �����“���ƒ�&����

�.�R�U�L�ã�W�H�Q�D���M�H���N�L�Y�H�W�D���]�D���I�O�X�R�U�H�V�F�H�Q�F�L�M�V�N�D���P�M�H�U�H�Q�M�D���+�H�O�P�D���$�Q�D�O�\�W�L�F�V����������������-QS s putem svjetlosti 

�R�G�� ������ �î�� ���� �P�P�� ���H�N�V�F�L�W�D�F�L�M�D�� �î�� �H�P�L�V�L�M�D��. Valna duljina ekscitacije je bila 280 nm (maksimum 

apsorpcije HSA), a emisijski spektar je sniman u rasponu 310�±370 nm, gdje samo HSA ima 

fluorescencijska svojstva, s maksimumom pri 340 nm. Sva mjerenja su provedena u duplikatu 

koris�W�H�ü�L�� �ã�L�U�L�Q�H�� �S�U�R�U�H�]�D�� �S�U�L�� �H�N�V�F�L�W�D�F�L�M�L�� �L�� �H�P�L�V�L�M�L�� �R�G�� ���������� �P�P���� �6�Y�H�� �R�W�R�S�L�Q�H�� �V�X�� �E�L�O�H��mjerene nakon 

inkubacijskog razdoblja od 2 sata. 

 �3�U�L���Q�D�Y�H�G�H�Q�L�P���Y�D�O�Q�L�P���G�X�O�M�L�Q�D�P�D���L���I�O�D�Y�R�Q�R�L�G�L���D�S�V�R�U�E�L�U�D�M�X���H�O�H�N�W�U�R�P�D�J�Q�H�W�V�N�R���]�U�D�þ�H�Q�M�H�����1�D��

temelju njihovih molarnih apsorpcijskih koeficijenata pri 280 i 340 nm ���0280 �L�� �0340) dobivenih 

�S�R�P�R�ü�X�� �8�9-Vis spektrofotometra Varian Carry 50 Bio, kod izmjerenih vrijednosti 

fluorescencija �X�þ�L�Q�D�N�� �X�Q�X�W�D�U�Q�M�H�J�� �I�L�O�Wra je uzet u obzir [80]. Izmjerena vrijednost intenziteta 

fluorescencije, Fobs, je ispravljena u Fcorr prema jedna�G�å�E�L��(1), gdje je Aex � �� �0280 �î��c �î��l 

apsorbancija flavonoida pri valnoj duljini ekscitacije (c predstavlja koncentraciju flavonoida, a l 
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duljinu puta svjetla kroz kivetu i iznosi 1 cm), a Aem � �� �0340 �î��c �î��l (l = 0,2 cm) apsorbancija 

flavonoida pri valnoj duljini emisije: 

 

     �(�a�m�p�p
L �(�m�`�q
H�A�:
�² �[�n�6�² �[�c

�.
�;     (1) 

3.2.2. �5�D�þ�X�Q�D�Q�M�H���N�R�Q�V�W�D�Q�W�L���Y�H�]�D�Q�M�D���D�J�O�L�N�R�Q�D���I�O�D�Y�R�Q�R�L�G�D 

Svaki spektar dobiven tijekom titracije je prosjek 10000 fluorescencijskih spektara 

�L�]�P�M�H�U�H�Q�L�K�� �N�U�R�]�� ������ �V�H�N�X�Q�G�L���� �.�R�Q�V�W�D�Q�W�D�� �Y�H�]�D�Q�M�D�� �L�]�U�D�þ�X�Q�D�W�D��je na globalnoj razini pri svim 

�P�M�H�U�H�Q�L�P�� �Y�D�O�Q�L�P�� �G�X�O�M�L�Q�D�P�D�� �S�R�P�R�ü�X�� �6�3�(�&�)�,�7�� �U�D�þ�X�Q�D�O�Q�R�J�� �S�U�R�J�U�D�P�D (Zavod za anorgansku 

k�H�P�L�M�X�����6�Y�H�X�þ�L�O�L�ã�W�H���X���%�D�V�H�O�X�����â�Y�L�F�D�U�V�N�D����[81�±84]. Metodom rastava singularnih vrijednosti (engl. 

Singular Value Decomposition, SVD) �S�U�R�Q�D�ÿ�H�Q�D��je �M�H�G�Q�D�� �V�S�H�N�W�U�D�O�Q�R�� �]�Q�D�þ�D�M�Q�D�� �V�S�H�F�L�M�D���� �N�R�M�D�� �M�H��

�S�U�L�S�L�V�D�Q�D�� �S�R�]�Q�D�W�R�P�� �V�S�H�N�W�U�X�� �+�6�$���� �2�Y�D�� �M�H�� �D�Q�D�O�L�]�D�� �W�D�N�R�ÿ�H�U�� �S�U�H�G�O�R�å�L�O�D�� �V�W�Y�D�U�D�Q�M�H�� �N�R�P�S�O�H�N�V�D�� �X��

�R�P�M�H�U�X�� �������� �E�H�]�� �L�Q�G�L�N�D�F�L�M�D�� �V�W�Y�D�U�D�Q�M�D�� �N�R�P�O�H�N�V�D�� �Y�H�ü�H�J�� �U�H�G�D���� �6�W�R�J�D���� �P�R�G�H�O�� �Y�H�]�D�Q�M�D�� �M�H�� �G�D�Q��

�M�H�G�Q�D�G�å�E�D�P�D��(2) i (3), gdje KA predstavlja konstantu vezanja kompleksa: 

 

   (2) 

 

 �-�E 
L
�>�Á�Ì�º�?�Ù�ß�Ô�é�â�á�â�Ü�×�?

�>�Á�Ì�º�?�>�Ù�ß�Ô�é�â�á�â�Ü�×�?
     (3) 

 

�.�R�Q�V�W�D�Q�W�H���Y�H�]�D�Q�M�D���L�]�U�D�þ�X�Q�D�W�H���]�D���S�R�M�H�G�L�Q�H���N�R�P�S�O�H�N�V�H���+�6�$-flavonoid su dane u mol�±1dm3. 

�9�L�ã�H���Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�L���N�R�Q�V�W�D�Q�W�L���Y�H�]�D�Q�M�D���X�N�D�]�X�M�X���Q�D���M�D�þ�H���Y�H�]�D�Q�M�H���L���Y�H�ü�X���V�W�D�E�L�O�Q�R�V�W���N�R�P�S�O�H�N�V�D�����8���V�Y�L�P 

�V�O�X�þ�D�M�H�Y�L�P�D���V�H���L�]�U�D�þ�X�Q�D�Y�D�R���O�R�J KA. 

3.2.3. Mjerenje interakcija v arfar ina s kvercetinom i luteolinom te njihovim 

derivatima 

Otopina HSA pripremana je kao i kod mjerenja konstanti vezanja aglikona flavonoida. 

Varfarin je otopljen u metanolu, luteolin u smjesi metanol:DMSO = 2:1, a ostali flavonoidi u 

smjesi metanol:DMSO = 4:1. U svim je pokusima koncentracija suotapala bila manja od 5%.  
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Fluorescencijska su mjerenja provedena na Safas Xenius termostatiranom fluorimetru s 

�X�J�U�D�ÿ�H�Q�L�P�� �P�M�H�ã�D�þ�H�P���� �6�Y�L�� �H�N�V�S�H�U�L�P�H�Q�W�L�� �V�X�� �S�U�R�Y�H�G�H�Q�L�� �S�U�L�� �����“���ƒ�&�� �N�R�U�L�V�W�H�ü�L�� �ã�L�U�L�Q�H�� �S�U�R�U�H�]�D�� �S�U�L��

�H�N�V�F�L�W�D�F�L�M�L���L���H�P�L�V�L�M�L���R�G���������P�P�����2�W�R�S�L�Q�H���Y�D�U�I�D�U�L�Q�D���L���I�O�D�Y�R�Q�R�L�G�D���V�X���G�R�G�D�Q�H���X�������P�/�������—�0�������������J���/����

otopine HSA koja se nalazila u kvarcnoj kiveti. Svi su pokusi izvedeni u duplikatu. 

3.2.3.1. �2�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H���N�R�Q�V�W�D�Q�W�L���Y�H�]�D�Q�M�D���N�Y�H�U�F�H�W�L�Q�D�����O�X�W�H�R�O�L�Q�D���L���Q�M�L�K�R�Y�L�K���G�H�U�L�Y�D�W�D te 

varfarina 

Otopine pojedinih ligana�G�D���V�X���S�R�V�W�H�S�H�Q�R���G�R�G�D�Y�D�Q�H���X�������P�/�������—�0���R�W�R�S�L�Q�H���+�6�$���V�P�M�H�ã�W�H�Q�H��

u kvarcnoj kiveti. Mjerenja su provedena pri valnoj duljini ekscitacije od 295 nm, a emisijski 

�V�S�H�N�W�D�U�� �M�H�� �V�Q�L�P�D�Q�� �X�� �S�R�G�U�X�þ�M�X�� �������±400 nm. S obzirom da i flavonoidi i varfarin apsorbiraju 

�H�O�H�N�W�U�R�P�D�J�Q�H�W�V�N�R�� �]�U�D�þ�H�Q�M�H pri navedenim valnim duljinama, njihovi molarni apsorpcijski 

�N�R�H�I�L�F�L�M�H�Q�W�L�� ���0���� �V�X�� �L�]�U�D�þ�X�Q�D�W�L�� �S�R�P�R�üu termostatiranog UV-Vis spektrofotometra HP 8543 pri 

�����“�������ƒ�&���N�D�N�R���E�L���V�H���X�]�H�R �X���R�E�]�L�U���X�þ�L�Q�D�N���X�Q�X�W�D�U�Q�M�H�J���I�L�O�W�U�D�����.�R�Q�V�W�D�Q�W�H���Y�H�]�D�Q�M�D���V�X���R�G�U�H�ÿ�H�Q�H���S�U�H�P�D��

Dufour i Dangles [49]. Provedena je Scatchardova analiza s pretpostavljenim n �L�G�H�Q�W�L�þ�Q�L�K���Y�H�]�Q�L�K��

mjesta na HSA. Vrijednosti konstante vezanja (KA), intenzitet molarne fluorescencije kompleksa 

(f) i stehiometrijski koeficijent (n) su dobiveni iz ovisnosti intenziteta fluorescencije (F) o 

ukupnoj koncentraciji liganda [Lt] �S�U�H�P�D�� �M�H�G�Q�D�G�å�E�D�P�D��(4) i (5) �N�R�U�L�V�W�H�ü�L�� �U�D�þ�X�Q�D�O�Q�L�� �S�U�R�J�U�D�P�� �]�D��

�U�H�J�U�H�V�L�M�X�� �S�R�P�R�ü�X�� �P�H�W�R�G�H�� �Q�D�M�P�D�Q�M�L�K�� �N�Y�D�G�U�D�W�D��(Scientist, MicroMath, SAD). [L] predstavlja 

koncentraciju slobodnog liganda, a c ukupnu koncentraciju HSA. S obzirom da su sve vrijednosti 

n blizu 1, �N�R�U�L�ã�W�H�Q��je �M�H�G�Q�R�V�W�D�Y�Q�L�����������P�R�G�H�O���Y�H�]�D�Q�M�D�����8���V�Y�L�P���V�O�X�þ�D�M�H�Y�L�P�D���M�H���X�]�H�W���X �R�E�]�L�U���L���X�þ�L�Q�D�N��

unutarnjeg filtra kori�ã�W�H�Q�M�H�P a�S�V�R�U�S�F�L�M�H���O�L�J�D�Q�D�G�D���S�U�L���Y�D�O�Q�L�P���G�X�O�M�L�Q�D�P�D���H�N�V�F�L�W�D�F�L�M�H���L���H�P�L�V�L�M�H�����0ex i 

�0em) ���M�H�G�Q�D�G�å�E�D��(6)������ �S�U�L�� �þ�H�P�X�� �M�H��Fcorr ispravljena, a Fobs izmjerena vrijednost intenziteta 

�I�O�X�R�U�H�V�F�H�Q�F�L�M�H�����0���M�H���]�E�U�R�M���0ex �L���0em, l je duljina puta svjetlosti kroz kivetu, koji iznosi 0,65 cm, a c 

koncentracija liganda. 
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3.2.3.2. Ispitivanja istiskivanja varfarina s HSA 

�,�V�S�L�W�L�Y�D�Q�M�H�� �L�V�W�L�V�N�L�Y�D�Q�M�D�� �Y�D�U�I�D�U�L�Q�D�� �V�� �+�6�$�� �S�R�P�R�ü�X�� �I�O�D�Y�R�Q�R�L�G�D�� �V�H�� �W�H�P�H�O�M�L�O�R�� �Q�D�� �þ�L�Q�M�H�Q�L�F�L��da 

�R�G�U�H�ÿ�H�Q�L���I�O�D�Y�R�Q�R�L�G�L���L���Y�D�U�I�D�U�L�Q, kad su slobodni u otopini, ne fluoresciraju ili slabo fluoresciraju. 

�0�H�ÿ�X�W�L�P, kad su vezani za HSA, intenzitet njihove fluorescencije zn�D�þ�D�M�Q�R�� �U�D�V�W�H [49,85], �ã�W�R��

�R�P�R�J�X�ü�X�M�H�� �S�U�D�ü�H�Q�M�H�� �Q�M�L�K�R�Y�R�J�� �Y�H�]�D�Q�M�D�� �L�� �L�V�W�L�V�N�L�Y�D�Q�M�D�� �V�� �+�6�$����U svim je eksperimentima 

�N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D���+�6�$���E�L�O�D�������—�0�����G�R�N���M�H���X�G�L�R���+�6�$���]�D�V�L�ü�H�Q���Y�D�U�I�D�U�L�Q�R�P���L�]�Q�R�V�L�R���������������������������� i 92%. 

�=�D�V�L�ü�H�Q�L���X�G�L�R���+�6�$���M�H���L�]�U�D�þunat �S�R�P�R�ü�X j�H�G�Q�D�G�å�E�L (7) i (8): 
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p�U�L���þ�H�P�X���M�H��KA konstanta vezanja, [cL] koncentracija HSA-ligand kompleksa, [cf] koncentracija 

nevezanog HSA, [L] koncentracija slobodnog liganda, [c] ukupna koncentracija HSA i p udio 

�]�D�V�L�ü�H�Q�R�J�� �+�6�$���� �0�M�H�U�H�Q�M�D�� �Y�H�]�D�Q�M�D���I�O�D�Y�R�Q�R�L�G�D�� �V�X provedena na valnoj duljini ekscitacije od 450 

nm, a emisijski spektri su snimani u rasponu 466�±�������� �Q�P���� �,�Q�W�H�U�D�N�F�L�M�H�� �L�]�P�H�ÿ�X�� �Y�D�U�I�D�U�L�Q�D�� �L��

�I�O�D�Y�R�Q�R�L�G�D�� �S�U�L�� �Y�H�]�D�Q�M�X�� �Q�D�� �+�6�$�� �V�X�� �R�G�U�H�ÿ�Hne na temelju maksimalnog intenziteta fluorescencije 

(Fmax) flavonoida i koncentracije flavonoida potrebne da se taj intenzitet postigne (cmax). Dodatna 

mjerenja su provedena na valnim duljinama eksitacije i emisije varfarina, 317 i 379 nm, s ciljem 

potvrde rezultata dobivenih mjerenjem intenziteta fluorescencije flavonoida. 

3.2.4. Ispitivanja interakcija indometacina, piroksikama, furosemida i mikofenolat 

mofetila s kvercetinom i kvercetin-3-O-glukuronidom 

Priprema otopina liganada i mjerenje njihovih konstanti vezanja su provedeni �Q�D�� �Q�D�þ�L�Q��

analogan onome opisanom u poglavlju 3.2.1. (�ÄMjerenje konstanti vezanja aglikona 

flavonoida�³)�����V���W�L�P�H���G�D���M�H���N�R�Q�D�þ�Q�D���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D���+�6�$ �L�]�Q�R�V�L�O�D�����������—�0�����N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D���O�L�J�D�Q�D�G�D���M�H��

bila u rasponu 0,03�±������ �—�0���� �D��valna duljina ekscitacije je iznosila 295 nm. Sve ostale postavke 

eksperimenata su bile istovjetne. 
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�,�V�S�L�W�L�Y�D�Q�M�D�� �L�V�W�L�V�N�L�Y�D�Q�M�D�� �S�R�M�H�G�L�Q�L�K�� �O�L�M�H�N�R�Y�D�� �V�� �+�6�$�� �S�R�P�R�ü�X�� �N�Y�H�U�F�H�W�L�Q�D�� �L�� �N�Y�H�U�F�H�W�L�Q-3-O-

�J�O�X�N�X�U�R�Q�L�G�D���V�X���S�U�R�Y�H�G�H�Q�D���Q�D���Q�D�þ�L�Q���L�V�W�R�Y�M�H�W�D�Q��onome opisanom u poglavlju 3.2.3.2. (�ÄIspitivanja 

istiskivanja varfarina s HSA�³). 
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3.3. �'�)�7���S�U�R�U�D�þ�X�Q�L���D�J�O�L�N�R�Q�D���I�O�D�Y�R�Q�R�L�G�D 

Kvantno-�N�H�P�L�M�V�N�L�� �S�U�R�U�D�þ�X�Q�L�� �Q�D�� �P�R�O�H�N�X�O�D�Pa aglikona flavonoida su provedeni kori�ã�W�H�Q�M�H�P��

�U�D�þ�X�Q�D�O�Q�R�J programa Gaussian 09 [86]. Sve strukture (neutralni i anionski oblici, gdje je bilo 

�P�R�J�X�ü�H�����V�X���E�L�O�L���R�S�W�L�P�L�U�D�Q�L���S�R�P�R�ü�X���%���/�<�3���I�X�Q�N�F�L�R�Q�D�O�D [87,88] �N�R�U�L�V�W�H�ü�L���3�R�S�O�H�R�Y�H����-31G(d) i 6-

311++G(d,p) bazne skupove [89,90]. �%���/�<�3�� �I�X�Q�N�F�L�R�Q�D�O�� �M�H�� �E�L�R�� �L�]�D�E�U�D�Q�� �N�D�R�� �M�H�G�D�Q�� �R�G�� �Q�D�M�þ�H�ã�ü�H��

�N�R�U�L�ã�W�H�Q�L�K�� �I�X�Q�N�F�L�R�Q�D�O�D�� �X�� �S�R�þ�H�W�Q�R�P�� �S�U�R�E�L�U�X�� �Y�H�O�L�N�L�K�� �P�R�O�H�N�X�O�D�� �]�E�R�J�� �V�Y�R�J�� �S�R�Y�R�O�M�Q�R�J�� �R�P�M�H�U�D��

�S�U�H�F�L�]�Q�R�V�W�L���L���N�Y�D�O�L�W�H�W�H���S�U�R�U�D�þ�X�Q�D�����'�R�G�D�W�Q�X���S�R�W�Y�U�G�X���]�D���R�S�U�D�Y�G�D�Q�R�V�W���N�R�U�L�ã�W�H�Q�M�D���R�Y�R�J��funkcionala u 

�L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�X���V�W�Uuktura flavonoida daje njegova us�S�M�H�ã�Q�D primjena �L���R�G���G�U�X�J�L�K���L�V�W�U�D�å�L�Y�D�þ�N�L�K���J�U�X�S�D 

[91,92]. �$�Q�D�O�L�W�L�þ�N�D�� �Y�L�E�U�D�F�L�M�V�N�D�� �D�Q�D�O�L�]�D�� �M�H�� �S�U�R�Y�H�G�H�Q�D�� �S�U�L�� �R�G�J�R�Y�D�U�D�M�X�ü�L�P�� �U�D�]�L�Q�D�P�D�� �N�D�N�R�� �E�L�� �V�H��

opisala svaka stacio�Q�D�U�Q�D���W�R�þ�N�D���Q�D���S�R�Y�U�ã�L�Q�L��potencijalne energije kao minimum (Nimag = 0). 

Strukture flavona, flavonola i izoflavona su jednostavne u smislu konformacijske stabilnosti. 

�*�O�D�Y�Q�L���S�D�U�D�P�H�W�D�U���N�R�M�L���M�H���R�G�J�R�Y�R�U�D�Q���]�D���V�W�U�X�N�W�X�U�Q�X���U�D�]�O�L�þ�L�W�R�V�W���M�H���G�L�H�G�D�U�V�N�L���N�X�W���&��-C10 (u slu�þ�D�M�X��

flavona i flavonola), odnosno C3-���������X���V�O�X�þ�D�M�X���L�]�R�I�O�D�Y�R�Q�D���� Diedralna �S�U�H�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D su provedena 

�N�U�R�]�� �U�H�O�D�N�V�L�U�D�Q�R�� �V�N�H�Q�L�U�D�Q�M�H�� �S�R�Y�U�ã�L�Q�H�� �S�R�W�H�Q�F�L�M�D�O�Q�H�� �H�Q�H�U�J�L�M�H�� �N�R�G�� �������� �L�Q�W�H�U�Y�D�O�D���� �8�� �S�R�V�W�X�S�N�X��

�S�U�H�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D���� �]�D�� �V�Y�D�N�X�� �S�U�R�P�M�H�Q�X�� �R�G�J�R�Y�D�U�D�M�X�ü�H�J�� �W�R�U�]�L�M�V�N�R�J�� �N�X�W�D���� �Vtruktura je bila potpuno 

�R�S�W�L�P�L�U�D�Q�D�� �]�D�� �V�Y�H�� �V�W�X�S�Q�M�H�Y�H�� �V�O�R�E�R�G�H���� �þ�L�P�H�� �M�H�� �R�P�R�J�X�ü�H�Q�R�� �S�U�R�Q�D�O�D�å�H�Q�M�H�� �P�L�Q�L�P�X�P�D�� �V�O�R�E�R�G�Q�H��

energije. 

�8�� �V�O�X�þ�D�M�X�� �I�O�D�Y�D�Q�R�Q�D�� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�D��je �L�G�H�Q�W�L�þ�Q�D�� �S�U�R�F�H�G�X�U�D�� �S�U�R�Q�D�O�D�å�H�Q�M�D�� �N�R�Q�I�R�U�P�D�F�L�M�D���� �P�H�ÿ�X�W�L�P��

�S�R�V�H�E�Q�D�� �M�H�� �S�R�]�R�U�Q�R�V�W�� �S�R�V�Y�H�ü�H�Q�D�� �S�L�U�D�Q�R�Q�V�N�R�P�� �&�� �S�U�V�W�H�Q�X�� �N�R�M�L�� �S�R�S�U�L�P�D�� �G�M�H�O�R�P�L�þ�Q�R�� �P�R�G�L�I�L�F�L�U�D�Q�X��

konformaciju stolca u svim strukturama globalnih minimuma. 

�%�R�O�W�]�P�D�Q�Q�R�Y�D�� �U�D�]�G�L�R�E�D�� �M�H�� �E�L�O�D�� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�D�� �N�D�N�R�� �E�L�� �V�H�� �L�G�H�Q�W�L�I�L�F�L�U�D�O�L�� �N�R�Q�I�R�U�P�H�U�L�� �V�� �Y�L�ã�H�� �R�G�� ������

udjela u ukupnoj populaciji (temeljeno na Gibbsovoj slobodnoj energiji i sobnoj temperaturi) i te 

su �V�W�U�X�N�W�X�U�H���E�L�O�H���X�N�O�M�X�þ�H�Q�H���X���G�D�O�M�Q�M�X���D�Q�D�O�L�]�X�� 

�.�D�N�R���E�L���V�H���R�G�J�R�Y�D�U�D�M�X�ü�H���P�R�G�H�O�L�U�D�R���X�W�M�H�F�D�M���R�W�D�S�D�O�D���X���Y�R�G�H�Q�R�P���P�H�G�L�M�X�����G�L�H�O�H�N�W�U�L�þ�Q�D���N�R�Q�V�W�D�Q�W�D��

�0 � �� �������������� �W�U�L�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�H�� �P�H�W�R�G�H�� �V�X�� �E�L�O�H�� �S�U�L�P�L�M�H�Q�M�H�Q�H���� ���D����implicitna solvatacija kori�ã�W�H�Q�M�H�P 

solvatacijskog modela temeljenog �Q�D�� �J�X�V�W�R�ü�L�� ���H�Q�J�O����Solvation Model based on Density, SMD) 

[93], �J�G�M�H�� �M�H�� �Y�R�G�D�� �W�U�H�W�L�U�D�Q�D�� �N�D�R�� �N�R�Q�W�L�Q�X�X�P���� ���E���� �H�N�V�S�O�L�F�L�W�Q�D�� �V�R�O�Y�D�W�D�F�L�M�D�� �N�R�M�D�� �X�N�O�M�X�þ�X�M�H�� �M�H�G�Q�X��

molekulu vode postavljenu u blizini najelektronegativnijeg atoma i (c) supramolekularni pristup 

�J�G�M�H���V�X���X�N�O�M�X�þ�H�Q�H���L���L�P�S�O�L�F�L�W�Q�D���L���H�N�V�S�O�L�F�L�W�Q�D���V�R�O�Y�D�W�D�F�L�M�D [94]. �=�E�R�J���V�O�L�þ�Q�R�V�W�L���U�H�]�X�O�W�D�W�D���X��in vacuo i 
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�U�D�]�O�L�þ�L�W�L�P�� �V�R�O�Y�D�W�D�F�L�M�V�N�L�P�� �P�R�G�H�O�L�P�D���� �X�� �R�S�L�V�X�� �U�H�]�X�O�W�D�W�D�� �ü�H�� �V�H�� �N�R�P�H�Q�W�L�U�D�W�L�� �V�D�P�R��in vacuo model i 

model eksplicitne solvatacije. 

Analiza prirodnih veznih orbitala (engl. Natural Bond Orbital (NBO) analysis) je provedena 

primjenom �U�D�þ�X�Q�D�O�Q�R�J programa NBO 3.1 [95] �N�R�M�L�� �M�H�� �X�N�O�M�X�þ�Hn u Gaussian 09 paket. NBO 

analiza (NPA vrijednosti, engl. Natural Population Analysis, analiza prirodne populacije) i 

populacijska analiza (Mulliken i APT vrijednosti (engl. Atomic Polar Tensor, atomski polarni 

tenzor)) supstituentskih funkcionalnih skupi�Q�D�� �V�X�� �G�R�E�L�Y�H�Q�H�� �]�E�U�D�M�D�Q�M�H�P�� �S�R�M�H�G�L�Q�D�þ�Q�L�K��

naboja/populacija na svakom atomu u funkcionalnoj skupini. Fukui parametri (elektrofilnost i 

nukleo�I�L�O�Q�R�V�W���� �V�X�� �L�]�U�D�þ�X�Q�D�W�L�� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�M�H�P NBO i populacijske analize �M�H�G�Q�H�� �W�R�þ�N�H�� �Q�D��

�R�G�J�R�Y�D�U�D�M�X�ü�L�P��N �± 1 i N + 1 sustavima, gdje N predstavlja broj elektrona. 

�.�D�N�R�� �E�L�� �V�H�� �R�O�D�N�ã�D�O�D�� �N�Y�D�Q�W�L�W�D�W�L�Y�Q�D�� �X�V�S�R�U�H�G�E�D�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K konformacija, kondenzirana Fukui 

funkcija [96�±98] temeljena na atomskim nabojima j�H���E�L�O�D���L�]�U�D�þ�X�Q�D�W�D�����1�3�$���Q�D�E�R�M�L���V�X���W�H�P�H�O�M�H�Q�L���Q�D��

NBO analizi. Naboji (q�����V�X���L�]�U�D�þ�X�Q�D�W�L���]�D���V�Y�H���I�O�D�Y�R�Q�R�L�G�H���X���Q�M�L�K�R�Y�L�P��N, N + 1 i N �± 1 elektronskim 

stanjima kako bi se dobili kondenzirani f- i f+ �G�H�V�N�U�L�S�W�R�U�L���S�U�H�P�D���M�H�G�Q�D�G�å�E�D�P�D���]�D���Q�X�N�O�H�R�I�L�O�Q�R�V�W (9) 

i elektrofilnost (10): 

 

    �B�E
�? 
L �M�E�:�0�; 
F���M�E�:�0 
F �s�;     (9) 

 

    �B�E
�> 
L �M�E�:�0 
E�s�; 
F���M�E�:�0�;     (10) 

 

gdje je qA(N���� �L�]�U�D�þ�X�Q�D�W�L�� �Q�D�E�R�M�� �Q�D�� �D�W�R�P�X�� �$�� �]�D�� �X�N�X�S�Q�L�� �E�U�R�M�� �H�O�H�N�W�U�R�Q�D��N. N �± 1 odgovara broju 

elektrona u neutra�O�Q�R�M�� �P�R�O�H�N�X�O�L���� �V�� �M�H�G�Q�L�P�� �H�O�H�N�W�U�R�Q�R�P�� �X�N�O�R�Q�M�H�Q�L�P�� �L�]�� �Q�D�M�Y�L�ã�H�� �S�R�S�X�Q�M�H�Q�H��

molekulske orbitale (engl. Highest Occupied Molecular Orbital, HOMO) aniona, dok N + 1 

odgovara broju elektrona u analognom kationskom sustavu. 

�6�Y�L�� �V�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�L�� �S�U�R�U�D�þ�X�Q�L�� �E�L�O�L su provedeni �S�R�P�R�ü�X�� �U�D�þ�X�Q�D�O�Q�R�J�� �S�U�R�J�U�D�P�D�� �6�W�D�W�L�V�W�L�F�D�� ��������

(Statsoft, SAD). p �M�H�� �P�M�H�U�D�� �V�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�H�� �]�Q�D�þ�D�M�Q�R�V�W�L���� �Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�L��p �Q�L�å�H�� �R�G�� ���������� �V�X�� �V�P�D�W�U�D�Q�H��

�]�Q�D�þ�D�M�Q�H���X���F�L�M�H�O�R�P���W�H�N�V�W�X�� 
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3.4. Sidrenje i vizualizacija interakcija liganada i HSA 

�5�D�þ�X�Q�D�O�Q�L�� �S�U�R�J�U�D�P�� �$�X�W�R�'�R�F�N�� �������������� ���7�K�H�� �6cripps Research Institute, SAD) [99] koristi 

disperziju, vodikove veze, elektrostatske i desolvatacijske komponente kako bi odredio 

najvjerojatniju konformaciju kompleksa. �3�R�P�R�ü�X���R�Y�R�J���S�U�R�J�U�D�P�D���S�U�R�Q�D�ÿ�H�Q�D���V�X vjerojatna vezna 

mjesta kvercetina i kvercetin-3-O-glukuronida, kao i sekundarno vezno mjesto (R)- i (S)-

varfarina na molekuli HSA. U ovim je pokusima kvercetin bio odabran kao predstavnik aglikona 

flavonoida, a kvercetin-3-O-glukuronid kao predstavnik metabolita kvercetina. 3D koordinate 

molekule HSA ko-kristalizirane s (R)-varfarinom i 3D koordinate molekule HSA ko-

kristalizirane s miristinskom kiselinom i indometacinom dobivene su iz RCSB Protein Data 

Bank (unosi 2BXD i 2BXM) [8]. Kristalografska struktura pod unosom 2BXD je jedina 

dostupna kristalografska struktura gdje je HSA kristaliziran samo s varfarinom (bez miristinske 

�N�L�V�H�O�L�Q�H������ �ã�W�R�� �Q�D�M�E�R�O�M�H�� �R�G�J�R�Y�D�U�D�� �Q�D�ã�L�P�� �H�N�V�S�H�U�L�P�H�Q�W�D�O�Q�L�P�� �X�Y�M�H�W�L�P�D���� �6�� �G�U�X�J�H�� �V�W�U�D�Q�H����

kristalogra�I�V�N�D�� �V�W�U�X�N�W�X�U�D�� �+�6�$�� �V�� �Y�H�]�D�Q�R�P�� �P�R�O�H�N�X�O�R�P�� �L�Q�G�R�P�H�W�D�F�L�Q�D�� �V�D�G�U�å�L�� �Y�H�]�D�Q�X�� �L�� �P�L�U�L�V�W�L�Q�V�N�X��

kiselinu, dok kristalografske strukture drugih ispitivanih lijekova nisu dostupne. 

Za proces sidrenja je bio izabran monomer A PDB unosa 2BXD �N�R�M�H�P�X���V�X���Q�D�G�R�G�D�Q�L���E�R�þ�Q�L��

lanci koji su nedostajali. Molekule varfarina i vode su bile uklonjene iz datoteke koja je bila 

�N�R�U�L�ã�W�H�Q�D���]�D���V�L�G�U�H�Q�M�H�����0�R�O�H�N�X�O�L���+�6�$���V�X���W�D�N�R�ÿ�H�U���E�L�O�L���G�R�G�D�Q�L���D�W�R�P�L��vodika gdje je bilo potrebno, a 

�V�Y�L�� �O�L�]�L�Q�V�N�L���� �D�U�J�L�Q�L�Q�V�N�L�� �L�� �F�L�V�W�H�L�Q�V�N�L�� �E�R�þ�Q�L�� �O�D�Q�F�L�� �V�X�� �E�L�O�L�� �S�U�R�W�R�Q�L�U�D�Q�L���� �Gok su svi aspartatni i 

�J�O�X�W�D�P�D�W�Q�L�� �E�R�þ�Q�L�� �O�D�Q�F�L�� �E�L�O�L�� �G�H�S�U�R�W�R�Q�L�U�D�Q�L���� �$�P�L�Q�R�� �L�� �N�D�U�E�R�N�V�L�O�Q�L�� �N�U�D�M�H�Y�L�� �O�D�Q�D�F�D�� �V�X�� �E�L�O�L�� �Q�D�E�L�M�H�Q�L����

�K�L�V�W�L�G�L�Q���Q�D���S�R�O�R�å�D�M�X���������� �M�H���E�L�R���S�U�R�W�R�Q�L�U�D�Q���Q�D���S�R�O�R�å�D�M�X���1�0 �S�R�O�R�å�D�M�X���� �G�R�N���V�X���V�Y�L���R�V�W�D�O�L���K�L�V�W�L�G�L�Q�V�N�L��

�E�R�þ�Q�L�� �O�D�Q�F�L�� �E�L�O�L�� �Q�D�E�L�M�H�Q�L�� �Q�D�� �S�R�O�R�å�D�M�X�� �1�/���� �W�H�P�H�O�M�H�Q�R�� �Q�D�� �Y�L�]�X�D�O�Q�R�M�� �S�U�R�Y�M�H�U�L���� �ã�W�R�� �M�H�� �U�H�]�X�O�W�L�U�D�O�R��

svukupnim nabojem molekule HSA od �±14. 

Zbog svoje struktur�Q�H�� �V�O�L�þ�Q�R�V�W�L�� �I�O�D�Y�R�Q�R�L�G�L�P�D���� �V�L�G�U�H�Q�M�H�� ��R)- i (S)-�Y�D�U�I�D�U�L�Q�D�� �M�H�� �W�D�N�R�ÿ�H�U�� �E�L�O�R��

�S�U�R�Y�H�G�H�Q�R�� �L�� �X�W�Y�U�ÿ�H�Q�R�� �M�H�� �G�D�� �V�X�� �Q�M�L�K�R�Y�L�� �S�R�O�R�å�D�M�L���P�H�ÿ�X�V�R�E�Q�R��jednaki i odg�R�Y�D�U�D�M�X�� �S�R�O�R�å�D�M�L�P�D��

kristaliziranog (R)-varfarina. T�R���M�H���X���V�N�O�D�G�X���V���S�U�H�W�K�R�G�Q�L�P���L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�L�P�D���N�R�M�D���S�R�N�D�]�X�M�X���G�D���V�H����R)- 

i (S)-varfarin �Y�H�å�X���]�D���L�V�W�R���S�R�G�U�X�þ�M�H veznog mjesta I [27] te je �V�O�X�å�Llo kao potvrda da su postavke 

sidrenja optimalno postavljene za provedbu sidrenja ostalih liganada. 

Dodatno, sidrenje (R)- i (S)-varfarina �M�H���W�D�N�R�ÿ�H�U���E�L�O�R���S�U�R�Y�H�G�H�Q�R���X���S�U�L�V�X�W�Q�R�V�W�L���N�U�L�V�W�D�O�L�]�L�U�D�Q�R�J��

(R)-varfarina, kako bi se utvrdilo njihovo �V�H�N�X�Q�G�D�U�Q�R���Y�H�]�Q�R���S�R�G�U�X�þ�M�H unutar veznog mjesta I. 3D 

oblici liganada su nacrtani i njihova inicijalna geometrija je bila o�G�U�H�ÿ�H�Q�D �X�� �U�D�þ�X�Q�D�O�Q�R�P��
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programu HyperChem 8.0 (Hypercube, Inc., SAD), a njihov je naboj postavljen da predstavlja 

njihove najzastupljenije specije pri pH 7,4���� �ã�W�R���M�H�� �R�E�M�D�ã�Q�M�H�Q�R�� �X�� �S�R�J�O�D�Y�O�M�X�� ���������� ���Ä�'�)�7�� �S�U�R�U�D�þ�X�Q�L��

�D�J�O�L�N�R�Q�D���I�O�D�Y�R�Q�R�L�G�D�³�����W�H���S�R�W�Y�U�ÿ�H�Q�R���Q�D���L�Q�W�H�Unetskoj stranici chemicalize.com. �8���V�O�X�þ�D�M�X����R)- i (S)-

�Y�D�U�I�D�U�L�Q�D���� �V�L�G�U�H�Q�H�� �V�X�� �E�L�O�H�� �D�Q�L�R�Q�V�N�H�� �V�S�H�F�L�M�H���� �G�R�N�� �V�X�� �X�� �V�O�X�þ�D�M�X�� �N�Y�H�U�F�H�W�L�Q�D�� �L�� �N�Y�H�U�F�H�W�L�Q-3-O-

glukuronida bile sidrene dvije najzastupljenije anionske i fluorescentne specije [100]. Nakon 

�W�R�J�D�� �M�H�� �V�O�L�M�H�G�L�O�R�� �X�þ�L�W�D�Y�D�Q�M�H�� �O�L�J�D�Q�D�G�D�� �X�� �$�X�W�R�'�R�F�N�� �S�U�R�J�U�D�P�� �X�� �R�G�J�R�Y�D�U�D�M�X�ü�H�P�� �R�E�O�L�N�X�� �G�D�W�R�W�H�N�H�� �L��

�S�D�U�F�L�M�D�O�Q�L���Q�D�E�R�M�L���X���P�R�O�H�N�X�O�L���V�X���E�L�O�L���R�G�U�H�ÿ�H�Q�L���S�U�H�P�D���,�R�Q�H�V�F�X���L���V�X�U�� [101]. 

�1�D�N�R�Q���ã�W�R���M�H���J�O�R�E�D�O�Q�L�P���V�L�G�U�H�Q�M�H�P���E�L�O�R���S�R�W�Y�U�ÿ�H�Q�R���G�D���V�H���Y�H�]�D�Q�M�H���I�O�D�Y�R�Q�R�L�G�D���G�R�J�D�ÿ�D u veznom 

�P�M�H�V�W�X�� �,���� �P�U�H�å�D�� �Y�H�O�L�þ�L�Q�H�� ������ �î�� ������ �î ������ �c�� �V�� �U�D�]�P�D�N�R�P�� �L�]�P�H�ÿ�X�� �S�R�M�H�G�L�Q�L�K�� �W�R�þ�D�N�D�� �R�G�� ������������ �c�� �L��

�V�U�H�G�L�ã�W�H�P���Q�D���G�X�ã�L�N�R�Y�R�P���D�W�R�P�X���X���E�R�þ�Q�R�P��lancu Trp 214 (koordinate 3,466, �±10,477, �±4,189) je 

�E�L�O�D�� �J�H�Q�H�U�L�U�D�Q�D�� �S�R�P�R�ü�X�� �$�X�W�R�*�U�L�G�� �S�U�R�J�U�D�P�D [99]. U postupku sidrenja bio je primijenjen 

lamarkijanski genetski algoritam (engl. Lamarckian Genetic Algorithm, LGA) [102]. Molekula 

HSA se tretirala kao rigidna dok je svim jednostrukim vezama liganada bila dozvoljena rotacija 

�W�L�M�H�N�R�P�� �S�R�V�W�X�S�N�D�� �0�R�Q�W�H�� �&�D�U�O�R�� �V�L�P�X�O�L�U�D�Q�R�J�� �W�U�D�å�H�Q�M�D�� �J�O�R�E�D�O�Q�R�J�� �P�L�Q�L�P�X�P�� ���H�Q�J�O����Simulated 

Annealing, SA). Sidrenje svih liganda se provelo 100 puta���� �V�� �S�R�S�X�O�D�F�L�M�R�P�� �Y�H�O�L�þ�L�Q�H�� ����������

maksimalnim brojem procjena energije od 25000000�����������������J�H�Q�H�U�D�F�L�M�D�����X�þ�H�V�W�D�O�R�ã�ü�X���P�X�W�D�F�L�M�H���R�G��

0,02 te �X�þ�H�V�W�D�O�R�ã�ü�X���N�U�R�V�R�Y�H�U�D���R�G���������������� �.�R�U�L�M�H�Q���V�U�H�G�Q�M�H���N�Y�D�G�U�D�W�Q�H���G�H�Y�L�M�D�F�L�M�H�����H�Q�J�O����Root-Mean-

Square-Deviation, RMSD�����R�G�����������c���M�H���X�]�H�W���N�D�R���N�U�L�W�H�U�L�M���]�D���D�Q�D�O�L�]�X���J�U�R�]�Gova rezultata sidrenja (s 

�F�L�O�M�H�P�� �X�W�Y�U�ÿ�L�Y�D�Q�M�D�� �M�H�V�X�� �O�L�� �G�Y�L�M�H�� �X�V�L�G�U�H�Q�H�� �N�R�Q�I�R�U�P�D�F�L�M�H�� �G�R�Y�R�O�M�Q�R�� �V�O�L�þ�Q�H da bi bile smatrane 

jednakima) i nekoliko takvih gro�]�G�R�Y�D�� �V�� �Q�D�M�Q�L�å�L�P�� �H�Q�H�U�J�L�M�D�P�D�� �Y�H�]anja svakog liganda je 

�N�R�U�L�ã�W�H�Q�R za daljnje usporedbe. 

Provjera i modifikacija kristalografskih struktura, kao i vizualizacija i interpretacija rezultata 

sidrenja je provedena �S�R�P�R�ü�X���U�D�þ�X�Q�D�O�Q�R�J�� �S�U�R�J�U�D�P�D��UCSF Chimera 1.10.1. (�6�Y�H�X�þ�L�O�L�ã�W�H�� �X��

Kaliforniji , SAD). 



 
 

4.  REZULTATI  I  
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4.1. Spektrofluorimetrijsko o �G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H���N�R�Q�V�W�D�Q�W�L���Y�H�]�D�Q�M�D���D�J�O�L�N�R�Q�D���I�O�D�Y�R�Q�R�L�G�D��

za HSA 

Slika 7 prikazuje osnovne strukturne formule ispitivanih podskupina flavonoida, dok tablica 

2 prikazuje izmjerene konstante vezanja flavonoida i njihovu usporedbu s dostupnim literaturnim 

podacima. �2�S�ü�H�Q�L�W�R�����I�O�D�Y�D�Q�R�Q�L���V�X���S�R�N�D�]�D�O�L���Q�D�M�Q�L�å�H���N�R�Q�V�W�D�Q�W�H���Y�H�]�D�Q�M�D za HSA, �Q�D�N�R�Q���þ�H�J�D���V�O�L�M�H�G�H��

�L�]�R�I�O�D�Y�R�Q�L���� �G�R�N�� �V�X�� �I�O�D�Y�R�Q�L�� �L�� �I�O�D�Y�R�Q�R�O�L�� �R�N�D�U�D�N�W�H�U�L�]�L�U�D�Q�L�� �Q�D�M�Y�L�ã�L�P�� �N�R�Q�V�W�D�Q�W�D�P�D�� �Y�H�]�D�Q�M�D�� Slika 8 

prikazuje izgled spektrofluorimetrijske titracije na primjeru apigenina.  

 

 A.   B.   C.  

Slika 7. Osnovna strukturna formula ispitivanih podskupina flavonoida: A. flavanoni, B. flavoni i flavonoli, C. 
izoflavoni.  

 

Slika 8�����6�S�H�N�W�U�R�I�O�X�R�U�L�P�H�W�U�L�M�V�N�D���W�L�W�U�D�F�L�M�D���+�6�$���D�S�L�J�H�Q�L�Q�R�P���S�U�L���S�+�����������L�������ƒ�&�����8�N�X�S�Q�D���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D���+�6�$���M�H���E�L�O�D��
�N�R�Q�V�W�D�Q�W�Q�D���L���L�]�Q�R�V�L�O�D���M�H�������—�0�����G�R�N���M�H���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D���D�S�L�J�H�Q�L�Q�D���Y�D�U�L�U�D�O�D���R�G���������Q�D�M�Y�L�ã�L���V�S�H�N�W�D�U�����G�R���������—�0�����Q�D�M�Q�L�å�L��

spektar). Umetak: izgled titracijske krivulje apigenina pri 340 nm. 
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Tablica 2. Ispitivani flavonoidi, njihovi supstituenti i konstante vezanja 

# Flavonoid R1 R2 R3 R4 R5 R6 KA [M �±1] KA [M �±1] iz literature Referenca 

 Flavanoni          
1 Flavanon H H H H H H (5,25 �“ 0,���������î������3 N/A N/A 
2 Pinocembrin-7-metileter H OH H OCH3 H H (2,19 �“ 0,���������î������4 N/A N/A 
3 Sakuranetin H OH H OCH3 H OH (2,19 �“ 0,���������î������4 N/A N/A 
 Flavoni          
4 6-Hidroksiflavon H H OH H H H (1,58 �“ 0,���������î������4 N/A N/A 
5 7-Hidroksiflavon H H H OH H H (1,95 �“ 0,���������î������5 9,44 �î������4 �± 3,�������î������5 [103,104] 
6 Apigenin H OH H OH H OH (1,32 �“ 0,���������î������5 9,85 �î������4 �± 1,�������î������6 [57a,105] 
7 Krizin H OH H OH H H (1,95 �“ 0,���������î������5 1,�������î������5 �± 3,�������î������6 [57 a,104,106] 
8 Krizin dimetileter H OCH3 H OCH3 H H (2,95 �“ 0,���������î������4 N/A N/A 
9 Diosmetin H OH H OH OH OCH3 (8,91 �“ 0,���������î������4 5,�������î������4 �± 1,�������î������5 [49 b,107] 
10 Flavon H H H H H H (6,17 �“ 0,���������î������4 4,�������î������4 [104] 
 Flavonoli          

11 3,6-Dihidroksiflavon OH H OH H H H (7,41 �“ 0,���������î������4 5,�������î������4 [108 c] 
12 3,7-Dihidroksiflavon OH H H OH H H (1,66 �“ 0,���������î������5 (1,�������“����,���������î������5 [109] 
13 Fisetin OH H H OH OH OH (1,20 �“ 0,���������î������5 (1,�������“����,���������î������5 [110] 
14 Galangin OH OH H OH H H (2,34 �“ 0,���������î������4 (3,80 �“����,91) �î������6 [57 a] 

15 Kvercetin OH OH H OH OH OH (1,70 �“ 0,���������î������5 3,�����î������4 �± 3,�������î������5 
[49 b,57 a,106,111�±

114] 
16 Ramnetin OH OH H OCH3 OH OH (1,29 �“ 0,���������î������5 N/A N/A 
17 Tamariksetin OH OH H OH OH OCH3 (2,34 �“ 0,���������î������4 (7,�������“����,���������î������4 [49 b] 
 Izoflavoni          

18 Formononetin H H H OH H OCH3 (2,14 �“ 0,���������î������4 1,�������î������5 [115] 
19 Genistein H OH H OH H OH (4,90 �“ 0,���������î������4 1,14 �î������4 �± 1,�����î������5 [49 b,113,116,117] 
20 Prunetin H OH H OCH3 H OH (3,80 �“ 0,���������î������4 N/A N/A 

a �3�U�R�U�D�þ�X�Q�L���V�X���W�H�P�H�O�M�H�Q�L���Q�D���N�R�P�S�H�W�L�W�L�Y�Q�R�P���Y�H�]�D�Q�M�X���V���Y�D�U�I�D�U�L�Q�R�P���N�R�U�L�ã�W�H�Q�M�H�P���P�H�W�R�G�H fluorescentne anizotropije. 
b �,�]�U�D�þ�X�Q�D�W�R���]�D���J�R�Y�H�ÿ�L��serumski �D�O�E�X�P�L�Q�����%�6�$�����N�R�U�L�ã�W�H�Q�M�H�P���P�H�W�R�G�H �J�D�ã�H�Q�M�D���I�O�X�R�U�H�V�F�H�Q�F�L�M�H�� 
c �3�U�R�U�D�þ�X�Q�L���V�X���W�H�P�H�O�M�H�Q�L���Q�D���N�R�P�S�H�W�L�W�L�Y�Q�R�P���Y�H�]�D�Q�M�X���V���N�Y�H�U�F�H�W�L�Q�R�P �N�R�U�L�ã�W�H�Q�M�H�P���P�H�W�R�G�H �J�D�ã�H�Q�M�D���I�O�X�R�U�H�V�F�H�Q�F�L�M�H�� 
N/A podaci nisu dostupni. 
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Konstante vezanja ostalih flavonoida �L�]�U�D�þ�X�Q�D�W�H��su �Q�D�� �M�H�G�Q�D�N�L�� �Q�D�þ�L�Q���� �9�H�ü�L�Q�D�� �G�R�E�L�Y�H�Q�L�K��

�U�H�]�X�O�W�D�W�D�� �M�H�� �X�� �V�N�O�D�G�X�� �V�� �R�E�M�D�Y�O�M�H�Q�L�P�� �S�R�G�D�F�L�P�D�� �S�U�L�M�D�ã�Q�M�L�K�� �V�W�X�G�L�M�D���� �V�� �Q�H�N�R�O�L�N�R�� �L�]�Q�L�P�D�N�D���� �=�D�� �Q�H�N�H��

�I�O�D�Y�R�Q�R�L�G�H�� �O�L�W�H�U�D�W�X�U�Q�L�� �S�R�G�D�F�L�� �Q�L�V�X�� �P�R�J�O�L�� �E�L�W�L�� �Q�D�ÿ�H�Q�L���� �8�� �V�O�X�þ�D�M�X�� ��,6-dihidroksiflavona i 

tamariksetina postoji ma�O�D�� �U�D�]�O�L�N�D�� �V�� �R�E�]�L�U�R�P�� �Q�D�� �O�L�W�H�U�D�W�X�U�Q�H�� �S�R�G�D�W�N�H���� �ã�W�R�� �V�H�� �P�R�å�H�� �R�E�M�D�V�Q�L�W�L��

�U�D�]�O�L�þ�L�W�R�P�� �P�H�W�R�G�R�O�R�J�L�M�R�P���L�]�U�D�þ�X�Q�D�Y�D�Q�M�D konstanti vezanja. Literaturna konstanta vezanja 3,6-

�G�L�K�L�G�U�R�N�V�L�I�O�D�Y�R�Q�D�� �M�H�� �Q�L�å�D�� �R�G�� �N�R�Q�V�W�D�Q�W�H�� �Y�H�]�D�Q�M�D�� �G�R�E�L�Y�H�Q�H�� �X�� �R�Y�R�M�� �V�W�X�G�L�M�L����a �P�R�å�H se objasniti 

�þ�L�Q�M�H�Q�L�F�R�P�� �G�D�� �L�� ������-dihidroksiflavon ima fluorescentna svojstva pri uvjetima mjerenja 

�I�O�X�R�U�H�V�F�H�Q�F�L�M�H���N�Y�H�U�F�H�W�L�Q�D�����R�G�Q�R�V�Q�R���J�D�ã�H�Q�M�H���I�O�X�R�U�H�V�F�H�Q�F�L�M�H���N�Y�H�U�F�H�W�L�Q�D���L���Q�M�H�J�R�Y�R���L�V�W�L�V�N�L�Y�D�Q�M�H���P�R�J�X��

�G�R�Y�H�V�W�L�� �G�R�� �O�D�å�Q�R�� �V�Q�L�å�H�Q�L�K�� �Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�L�� �N�R�Q�V�W�D�Q�W�H�� �Y�H�]�D�Q�M�D�� ������-di�K�L�G�U�R�N�V�L�I�O�D�Y�R�Q�D���� �8�� �V�O�X�þ�D�M�X��

�W�D�P�D�U�L�N�V�H�W�L�Q�D���� �U�D�]�O�L�N�H�� �P�R�J�X�� �E�L�W�L�� �R�E�M�D�ã�Q�M�H�Q�H�� �þ�L�Q�M�H�Q�L�F�R�P�� �G�D�� �M�H�� �X�P�M�H�V�W�R�� �+�6�$�� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�� �%�6�$���� �N�R�M�L����

�L�D�N�R���M�H���V�W�U�X�N�W�X�U�Q�R���V�O�L�þ�D�Q�����Q�H���P�R�U�D���S�R�N�D�]�L�Y�D�W�L���M�H�G�Q�D�N�L���D�I�L�Q�L�W�H�W���]�D���W�D�P�D�U�L�N�V�H�W�L�Q [49]. �=�Q�D�þ�D�M�Q�L�M�H���V�X��

�U�D�]�O�L�N�H�� �X�R�þ�H�Q�H�� �X�� �V�O�X�þ�D�M�H�Y�L�P�D�� �J�D�O�D�Q�J�L�Q�D�� �L�� �I�R�U�P�R�Q�R�Q�H�W�L�Q�D���� �/�L�W�H�U�D�W�X�U�Q�L�� �S�R�G�D�F�L�� �N�R�Q�V�W�D�Q�W�H�� �Y�H�]�D�Q�M�D��

galangina dolaze iz eksperimenata istiskivanja varfarina, gdje se smanjenje u anizotropiji 

�Y�D�U�I�D�U�L�Q�D���� �R�G�Q�R�V�Q�R�� �S�R�Y�H�ü�D�Q�M�H�� �U�R�W�D�F�L�M�V�N�H�� �V�O�R�E�R�G�H�� �Y�D�U�I�D�U�L�Q�D�� �V�P�D�W�U�D�� �S�R�W�Y�U�G�R�P�� �L�V�W�L�V�N�L�Y�D�Q�M�D��

varfarina. Yamasaki i sur. [118] �V�X���G�R�N�D�]�D�O�L���G�D���S�U�R�P�M�H�Q�H���X���U�R�W�D�F�L�M�V�N�R�M���V�O�R�E�R�G�L���Q�L�V�X���Q�X�å�Q�R���G�R�N�D�]��

�L�V�W�L�V�N�L�Y�D�Q�M�D�� �L�O�L�� �Y�H�]�D�Q�M�D�� �O�L�J�D�Q�G�D���� �6�O�L�þ�Q�R�� �U�D�]�P�L�ã�O�M�D�Q�M�H�� �V�H�� �P�R�å�H��primi�M�H�Q�L�W�L�� �L�� �X�� �V�O�X�þ�D�M�X��

�I�R�U�P�R�Q�R�Q�H�W�L�Q�D�����7�D�N�R�ÿ�H�U�����X���Q�H�N�L�P���V�O�X�þ�D�M�H�Y�L�P�D���V�X���V�W�X�G�L�M�H���J�D�ã�H�Q�M�D���I�O�X�R�U�H�V�F�H�Q�F�L�M�H���+�6�$���S�U�R�Yedene 

�S�U�L�����������Q�P�����S�U�L���þ�H�P�X���L���W�U�L�S�W�R�I�D�Q�V�N�L���L���W�L�U�R�]�L�Q�V�N�L���R�V�W�D�F�L���D�S�V�R�U�E�L�U�D�M�X���V�Y�M�H�W�O�R�V�W�������G�R�N���V�X���G�U�X�J�H���V�W�X�G�L�M�H��

proved�H�Q�H���S�U�L�����������Q�P�����S�U�L���þ�H�P�X���V�D�P�R���W�U�Lptofanski aminokiselinski �R�V�W�D�W�D�N���D�S�V�R�U�E�L�U�D�������ã�W�R���P�R�å�H��

�G�R�Y�H�V�W�L���G�R���U�D�]�O�L�N�D���X���L�]�U�D�þ�X�Q�D�W�L�P���N�R�Q�V�W�D�Q�W�D�P�D���Y�H�]�D�Q�M�D�����,�D�N�R���W�D���U�D�]�O�L�N�D���Q�L�M�H���S�U�H�W�M�H�U�D�Q�R���]�Q�D�þ�D�M�Q�D�����]�D��

�N�Y�D�O�L�W�H�W�Q�R�� �L�� �S�R�X�]�G�D�Q�R�� �R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H��SAR-a, eksperimentalni uvjeti moraju biti jednaki za sve 

ligande, po�J�R�W�R�Y�R���D�N�R���V�X���W�L���O�L�J�D�Q�G�L���V�W�U�X�N�W�X�U�Q�R���V�O�L�þ�Q�L���L���D�N�R���V�H���Q�M�L�K�R�Y�H���N�R�Q�V�W�D�Q�W�H���Y�H�]�D�Q�M�D���]�Q�D�þ�D�M�Q�L�M�H 

ne razlikuju. 
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4.2. �'�)�7���S�U�R�U�D�þ�X�Q�L��SAR-a aglikona flavonoida pri vezanju na HSA 

U svim globalnim minimumima, odnosno u konformacijama s najmanjom slobodnom 

energijom za sve flavonoide diedralni kut C2-�&������ ���X�� �V�O�X�þ�D�M�X�� �I�O�D�Y�R�Q�D�� �L�� �I�O�D�Y�R�Q�R�O�D���� �L�O�L�� �&��-10 (u 

�V�O�X�þ�D�M�X�� �L�]�R�I�O�D�Y�R�Q�D���� �L�]�Q�R�V�L�� �R�N�R�� ���ƒ���� �'�R�G�D�W�Q�L�� �G�R�S�U�L�Q�R�V�� �N�R�S�O�D�Q�D�U�Q�R�V�W�L�� �L�]�P�H�ÿ�X�� �$�&�� �L�� �%�� �S�U�V�W�H�Q�D��

flavona, flavonola i izoflavona dolazi od hidroksilnih, odnosno metoksi grupa koje su zarotirane 

kako bi tvorile unutarmolekulske vodikove veze. Svi globalni minimumi konformacija �S�U�R�Q�D�ÿ�H�Q�L��

na B3LYP/6-311++g(d,p) razini su u skladu s prethodno objavljenim literaturnim podacima 

[119,120]. �8�� �V�O�X�þ�D�M�X��flavanona �E�L�O�D�� �M�H�� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�D��ista procedur�D���� �D�O�L�� �V�� �S�R�V�H�E�Q�R�P�� �S�R�]�R�U�Q�R�ã�ü�X�� �Q�D��

piranonski prsten C koji se nalazi u djelo�P�L�þ�Q�R�� �P�R�G�L�I�L�F�L�U�D�Q�R�P�� �N�R�Q�I�R�U�P�D�F�L�M�L�� �V�W�R�O�F�D u svim 

globalnim minimumima. T�L�� �U�H�]�X�O�W�D�W�L�� �W�D�N�R�ÿ�H�U�� �R�G�J�R�Y�D�U�D�M�X�� �U�D�Q�L�M�H�� �R�E�M�D�Y�O�M�H�Q�L�P�� �N�R�Q�I�R�U�P�D�F�L�M�V�N�L�P��

�L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�L�P�D���I�O�D�Y�D�Q�R�Q�D [121,122]. 

�3�U�L�� �I�L�]�L�R�O�R�ã�N�R�P�� �S�+���� �D�Q�D�O�L�]�L�U�D�Q�L�� �I�O�D�Y�R�Q�R�L�G�L �V�H�� �Y�H�å�X�� �]�D�� �Y�H�]�Q�R�� �P�M�H�V�W�R�� �, u obliku aniona. 

�3�U�R�Q�D�ÿ�H�Q�R�� �M�H�� �Y�L�ã�H��svojstava flavonoida koje su povezane s njihovim afinitetom vezanja za 

navedeno vezno mjesto: (1) nukleofilnost atoma C3 i parcijalni naboj povezan s (2) parcijalnim 

nabojem atoma O4, (3) elektrofilnost supstituenta vezanog na atom C8, (4) visoke HOMO i 

�/�8�0�2���H�Q�H�U�J�L�M�H���L�����������N�R�S�O�D�Q�D�U�Q�R�V�W���L�]�P�H�ÿ�X���$�&���L���%�����N�D�R���L��koplanarnost �L�]�P�H�ÿ�X���$���L���&���S�U�V�W�H�Q�D�����.�D�R��

�ã�W�R���M�H���Y�H�ü���E�L�O�R���U�H�þ�H�Q�R�����Y�U�O�R���V�O�L�þ�Q�L���U�H�]�X�O�W�D�W�L���V�X���G�R�E�L�Y�H�Q�L���L���]�D��in vacuo �L���P�R�G�H�O�H���V���R�W�D�S�D�O�R�P�����W�H���ü�H���V�H��

komentirati samo podaci za in vacuo model i model s eks�S�O�L�F�L�W�Q�L�P���R�W�D�S�D�O�R�P�����0 = ���������������S�U�L���þ�H�P�X��

�V�H���H�N�V�S�O�L�F�L�W�Q�D���V�R�O�Y�D�W�D�F�L�M�D���P�R�å�H���V�P�D�U�D�W�L���L���N�R�P�S�O�H�N�V�D�F�L�M�R�P��te, s obzirom da je vezno mjesto I vrlo 

hidrofobno [2], predstavlja najvjerojatniji utjecaj vode na sustav HSA-flavonoid. Ako nije 

�L�]�U�L�þ�L�W�R���U�H�þ�H�Q�R�����S�R�G�D�F�L���V�H���R�G�Q�R�V�H���Q�D��in vacuo �S�U�R�U�D�þ�X�Q�H�� 

4.2.1. �6�X�S�V�W�L�W�X�F�L�M�D���Q�D���D�W�R�P�X���X���S�R�O�R�å�D�M�X���&�� 

�*�O�D�Y�Q�H�� �V�W�U�X�N�W�X�U�Q�H�� �U�D�]�O�L�N�H�� �L�]�P�H�ÿ�X�� �þ�H�W�L�U�L�� �S�R�G�Y�U�V�W�H���S�U�R�X�þ�D�Y�D�Q�L�K��aglikona flavonoida se 

nalaze �Q�D���L�O�L���X���E�O�L�]�L�Q�L���&�����D�W�R�P�D�����=�D���R�þ�H�N�L�Y�D�W�L���M�H���G�D���ü�H���V�H���U�D�]�O�L�þ�L�W�L���V�X�S�V�W�L�W�X�H�Q�W�L���L���Y�H�]�H���Q�D���S�R�O�R�å�D�M�X��

C3 odraziti i na distribuciju elektrona u blizini atoma C3. 

Prema slici 9���� �Q�X�N�O�H�R�I�L�O�Q�R�V�W�� �L�� �S�D�U�F�L�M�D�O�Q�L�� �Q�D�E�R�M�� �D�W�R�P�D�� �&���� �R�P�R�J�X�ü�D�Y�D�M�X�� �R�G�L�M�H�O�M�L�Y�D�Q�M�H��

ispitivanih podvrsta flavonoida �ã�W�R�� �N�R�U�H�O�L�U�D�� �V�� �D�I�L�Q�L�W�H�W�R�P�� �S�U�H�P�D�� �+�6�$���� �1�D�å�D�O�R�V�W���� �Wa svojstva ne 

�R�P�R�J�X�ü�D�Y�D�M�X�� �U�D�]�O�L�N�R�Y�D�Q�M�H�� �S�R�M�H�G�L�Q�L�K�� �I�O�D�Y�R�Q�R�L�G�D�� �V�� �Y�L�V�R�N�L�P�� �L�O�L�� �Q�L�V�N�L�P�� �D�I�L�Q�L�W�H�W�R�P�� �S�U�H�P�D�� �+�6�$��

�X�Q�X�W�D�U�� �S�R�M�H�G�L�Q�H�� �S�R�G�Y�U�V�W�H�� �I�O�D�Y�R�Q�R�L�G�D���� �7�D�N�R�ÿ�H�U�� �V�H�� �P�R�å�H�� �S�U�L�P�L�M�H�W�L�W�L�� �G�D�� �Y�L�V�R�N�D�� �Q�X�N�O�H�R�I�L�O�Q�R�V�W�� �&����
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atoma inducirana prisutstvom hidrok�V�L�O�Q�H�� �V�N�X�S�L�Q�H�� �S�R�Y�H�ü�D�Y�D�� �D�I�L�Q�L�W�H�W prema HSA. Flavonoli i 

�I�O�D�Y�R�Q�L�� �S�R�V�M�H�G�X�M�X�� �Q�D�M�Y�H�ü�L�� �D�I�L�Q�L�W�H�W�� �S�U�H�P�D�� �+�6�$���� �S�U�R�P�M�H�Q�D�� �V�W�H�U�L�þkih svojstava uzrokovana 

�V�X�S�V�W�L�W�X�F�L�M�R�P�� �Q�D�� �S�R�O�R�å�D�M�L�P�D�� �&���� �L�� �&���� �]�Q�D�þ�D�M�Q�R�� �V�P�D�Q�M�X�M�H�� �Q�M�L�K�R�Y�� �D�I�L�Q�L�W�H�W�� �S�U�H�P�D�� �+�6�$�� �N�D�R�� �ã�W�R�� �M�H��

�S�R�N�D�]�D�Q�R���X���V�O�X�þ�D�M�H�Y�L�P�D���L�]�R�I�O�D�Y�R�Q�D [123]. 

 

Slika 9. Prikaz ispitivanih aglikona flavonoi�G�D���V���R�E�]�L�U�R�P���Q�D���Q�X�N�O�H�R�I�L�O�Q�R�V�W���L���S�D�U�F�L�M�D�O�Q�L���Q�D�E�R�M���D�W�R�P�D���&�������L�]�U�D�þ�X�Q�D�W�R���Q�D��
B3LYP razini (brojevi odgovaraju rednim brojevima flavonoida u tablici 2). 

4.2.2. Parcijalni naboj atoma O4 

�(�O�H�N�W�U�R�Q�V�N�D�� �V�Y�R�M�V�W�Y�D�� �D�W�R�P�D�� �&���� �V�X�� �Y�H�O�L�N�L�P�� �G�L�M�H�O�R�P�� �R�G�U�H�ÿ�H�Q�D�� �V�X�S�V�W�L�W�X�F�L�M�R�P�� �V�X�V�M�H�G�Q�L�K��

atoma, posebice elektron-�R�G�Y�O�D�þ�H�ü�Lm atomom kisika vezanog na atom C4. Slika 10 pokazuje 

jaku ovisnost log KA o parcijalnom naboju atoma O4: afinitet flavonoida za HSA se smanjuje 

smanjivanjem negativnog naboja. T�D�� �S�R�Y�H�]�D�Q�R�V�W�� �S�R�W�Y�U�ÿ�X�M�H�� �]�Q�D�þ�D�M�Q�R�V�W�� �S�R�O�D�U�Q�L�K��interakcija 

�L�]�P�H�ÿ�X���D�W�R�P�D���2�����L���+�6�$���N�R�M�D���M�H���S�U�H�W�K�R�G�Q�R���E�L�O�D���R�S�L�V�D�Q�D���]�D���O�X�W�H�R�O�L�Q [124] �L���P�R�J�X�ü�X���L�Q�W�H�U�D�N�F�L�M�X���V��

Lys 195 koji se nalazi u blizini [51]. Od ostalih vrsta polarnih interakcija, vodikove veze su 
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�Q�D�M�Y�M�H�U�R�M�D�W�Q�L�M�L�� �Q�D�þ�L�Q�� �L�Q�W�H�Uakcija: atom kisika vezan na atom C4 predstavlja dobrog akceptora 

�Y�R�G�L�N�R�Y�H���Y�H�]�H�����ã�W�R���P�R�å�H���S�R�Y�H�ü�D�W�L���D�I�L�Q�L�W�H�W���I�O�D�Y�R�Q�R�L�G�D���]�D���+�6�$�� 

4.2.3. Ostale supstitucije 

�1�H�N�H�� �V�W�X�G�L�M�H�� �V�X�� �X�W�Y�U�G�L�O�H�� �]�Q�D�þ�D�M�Q�L�� �X�þ�L�Q�D�N�� �S�R�O�D�U�Q�L�K�� �L�Q�W�H�U�D�N�F�L�M�D�� �L�]�P�H�ÿ�X�� �V�X�S�V�W�L�W�X�H�Q�D�W�D�� �Q�D��

prstenu B i HSA [51,52,112,123,125]. Prema literaturi, negativni naboj 3'- ili 4'-OH skupine 

�S�R�Y�L�V�X�M�H�� �N�R�Q�V�W�D�Q�W�X�� �Y�H�]�D�Q�M�D�� �I�O�D�Y�R�Q�R�L�G�D�� �]�D�� �+�6�$���� �0�H�ÿ�X�W�L�P���� �Q�D�ã�D�� �V�W�X�G�L�M�D�� �Q�L�M�H�� �X�V�S�M�H�O�D�� �X�W�Yrditi 

�S�R�Y�H�]�D�Q�R�V�W���L�]�P�H�ÿ�X���Q�D�E�R�M�D prstena B i afiniteta za vezanja, ni u in vacuo modelu (r = �±0,3742; p 

= 0,1041), ni u modelu s eksplicitnom solvatacijom (r = �±0,4181; p = 0,0666). Umjesto 

�D�Q�D�O�L�]�L�U�D�Q�M�D�� �V�Y�R�M�V�W�D�Y�D�� �S�R�M�H�G�L�Q�L�K�� �D�W�R�P�D���� �X�� �Q�D�ã�R�M�� �V�H�� �V�W�X�G�L�M�L�� �J�O�H�G�D�R�� �V�D�P�R�� �]�E�U�R�M�� �G�R�S�U�L�Q�R�V�D�� �V�Y�L�K��

�S�R�M�H�G�L�Q�L�K�� �D�W�R�P�D�� �X�� �S�U�V�W�H�Q�X�� �%���� �(�N�V�S�H�U�L�P�H�Q�W�L�P�D�� �V�L�G�U�H�Q�M�D�� �X�W�Y�U�ÿ�H�Q�R��je da se prsten B �G�M�H�O�R�P�L�þ�Q�R��

nalazi izvan veznog mjesta I te da je usmjeren prema mjestu dodira poddomena IIB i IIIA 

[51,124]. �,�D�N�R���X���Q�D�ã�H�P���V�O�X�þ�D�M�X���Y�H�]�D���L�]�P�H�ÿ�X���Q�D�E�R�M�D���S�U�V�W�H�Q�D���%���L���N�R�Q�V�W�D�Q�W�H���Y�H�]�D�Q�M�D���Q�L�M�H���V�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�L��

�]�Q�D�þ�D�M�Q�D�����X�N�D�]�X�M�H���Q�D���S�R�Y�R�O�M�Q�H���X�þ�L�Q�N�H���Q�H�J�D�W�L�Y�Q�R�J���Q�D�E�R�M�D���O�R�N�D�O�L�]�L�U�D�Q�R�J���Q�D���S�U�V�W�H�Q�X���%�� 

�9�H�ü�L�Q�D�� �S�U�L�M�D�ã�Q�M�L�K�� �V�W�X�G�L�M�D�� �W�D�N�R�ÿ�H�U�� �Q�D�J�O�D�ã�D�Y�D�� �Y�D�å�Q�R�V�W�� �Q�H�S�R�O�D�U�Q�L�K�� �L�Q�W�H�U�D�N�F�L�M�D�� �S�U�V�W�H�Q�D�� �$��i 

njegovih supstituenata s HSA [116,124,125]. Iz tog su se razloga ispitala i elektronska svojstva 

�S�U�V�W�H�Q�D�� �$�� �L�� �Q�M�H�J�R�Y�L�K�� �V�X�S�V�W�L�W�X�H�Q�D�W�D���� �-�H�G�L�Q�D�� �V�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�L�� �]�Q�D�þ�D�M�Q�D�� �N�R�U�H�O�D�F�L�M�D�� �L�]�P�H�ÿ�X�� �H�O�H�N�W�U�R�Q�V�N�L�K��

svojstava supstituenata prstena A i HSA prikazana je na slici 11; vrlo niska elektrofilnost 

�V�X�S�V�W�L�W�X�H�Q�W�D���Q�D���S�R�O�R�å�D�M�X���&�����S�R�Y�H�]�D�Q�D��je �V���Y�L�ã�L�P���D�I�L�Q�L�W�H�W�R�P���]�D���+�6�$�����,�]���W�R�J�D���V�H���P�R�å�H���]�D�N�O�M�X�þ�L�W�L���G�D��

niska elektrofilnost supstituenta na po�O�R�å�D�M�X�� �&���� �L�P�D�� �X�W�M�H�F�D�M�D���� �D�O�L�� �Q�L�M�H�� �S�U�H�V�X�G�Q�D�� �]�D���X�þ�L�Q�N�R�Y�L�W�R��

vezanje flavonoida za HSA. 
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Slika 10. Ovisnost log KA o parcijalnom naboju atoma O4 temeljeno na NBO analizi (r = �±0,6514; p = 0,0019), 
�L�]�U�D�þ�X�Q�D�W�R���Q�D���%���/�<�3���U�D�]�L�Q�L�����E�U�R�M�H�Y�L��odgovaraju rednim brojevima flavonoida u tablici 2). 

 

Slika 11�����2�G�Q�R�V���L�]�P�H�ÿ�X���O�R�J KA �L���H�O�H�N�W�U�R�I�L�O�Q�R�V�W�L���V�X�S�V�W�L�W�X�H�Q�W�D���Q�D���S�R�O�R�å�D�M�X���&�����L�]�U�D�þ�X�Q�D�W�D���Q�D���%���/�<�3���U�D�]�L�Q�L����r = �±
0,5862; p = 0,0066) (brojevi odgovaraju rednim brojevima flavonoida u tablici 2). 
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4.2.4. �*�U�D�Q�L�þ�Q�H���P�R�O�H�N�X�O�V�N�H���R�U�E�L�W�D�O�H 

Sklonost stvaranju unutarmolekulskih vodikovih veza dobro je dokumentirano svojstvo 

flavonoida [119]. �7�D�N�R�ÿ�H�U���V�H���P�R�å�H���R�þ�H�N�L�Y�D�W�L���G�D���ü�H���V�Q�D�å�Q�H���S�U�R�W�R�Q-donorske i proton-akceptorske 

skupine vezane za kostur flavonoida utjecati i na formiranje me�ÿ�X�P�R�O�H�N�X�O�V�N�L�K�� �Y�R�G�L�N�R�Y�L�K�� �Y�H�]�D��

�L�]�P�H�ÿ�X���I�O�D�Y�R�Q�R�L�G�D���L���+�6�$�� 

Slika 12 �S�R�N�D�]�X�M�H�� �G�D�� �V�X�� �V�Q�D�å�Q�R�� �Y�H�]�D�Q�L�� �I�O�D�Y�R�Q�R�L�G�L�� �R�N�D�U�D�N�W�H�U�L�]�L�U�D�Q�L�� �Y�L�V�R�N�L�P�� �+�2�0�2�� �L��

LUMO energijama. T�R���M�H���X���V�N�O�D�G�X���V���Q�M�L�K�R�Y�R�P���V�N�O�R�Q�R�ã�ü�X���V�W�Y�D�U�D�Q�M�D���Y�L�ã�H�V�W�U�X�N�L�K���Y�R�G�L�N�R�Yih veza u 

kojima flavonoidi mogu igrati ulogu i proton-donora i proton-akceptora. 

4.2.5. Planarnost 

�3�R�W�S�X�Q�L���Q�H�G�R�V�W�D�W�D�N���N�R�U�H�O�D�F�L�M�H���L�]�P�H�ÿ�X��razlike u vrijednostima energija HOMO i LUMO i 

log KA u in vacuo modelu (r = 0,0206; p = 0,9313), kao i u modelu s ekplicitnom solvatacijom (r 

= 0,1654; p = 0,4858) pokazuje da konjugacija nema nikakvog utjecaja na vezanje aglikona 

�I�O�D�Y�R�Q�R�L�G�D���Q�D���+�6�$�����7�D�M���V�H���U�H�]�X�O�W�D�W���Q�H���V�O�D�å�H���Va �]�D�N�O�M�X�þ�F�L�P�D���S�U�L�M�D�ã�Q�M�L�K���V�W�X�G�L�M�D [123,125], kao ni s 

�U�H�]�X�O�W�D�W�L�P�D�� �X�W�M�H�F�D�M�D�� �H�O�H�N�W�U�R�I�L�O�Q�R�V�W�L�� �&���� �D�W�R�P�D���� �,�D�N�R�� �R�Y�D�� �V�W�X�G�L�M�D�� �R�E�X�K�Y�D�ü�D�� �U�H�O�D�W�L�Y�Q�R�� �Y�H�O�L�N�L�� �E�U�R�M��

fl �D�Y�R�Q�R�L�G�D�����U�D�]�O�L�N�H���X���H�Q�H�U�J�L�M�D�P�D���L�]�P�H�ÿ�X���+�2�0�2���L���/�8�0�2���V�H���]�Q�D�þ�D�M�Q�R���Q�H���U�D�]�O�L�N�X�M�X�����7�D���þ�L�Q�M�H�Q�L�F�D��

�R�J�U�D�Q�L�þ�D�Y�D���]�Q�D�þ�D�M�Q�R�V�W���R�Y�R�J���U�H�]�X�O�W�D�W�D���V�D�P�R���Q�D���L�]�D�E�U�D�Q�H���þ�H�W�L�U�L���S�R�G�V�N�X�S�L�Q�H���D�J�O�L�N�R�Q�D���I�O�D�Y�R�Q�R�L�G�D�� 

�9�D�å�Q�R���M�H���Q�D�S�R�P�H�Q�X�W�L���L���G�D���V�X���J�H�R�P�H�W�U�L�M�H���I�O�D�Y�R�Q�R�L�G�D���L�]�U�D�þ�X�Q�D�W�H���E�H�]���X�]�L�P�D�Q�M�D���X���R�E�]�L�U���+�6�$����

Dobiveni rezultati su u skladu s rezultatima koje je objavio Aparicio [119], koji je pokazao da 

aglikoni flavonoida mogu tvoriti unutarmolekulske vodikove veze koje stabiliziraju koplanarne 

geometrije. Zanimljivo je primjetiti da je koplanarnost AC i B prstena (slika 7) u obliku 

�G�L�H�G�U�D�O�Q�R�J���N�X�W�D�����N�X�W�D���L�]�P�H�ÿ�X���D�W�R�P�D����-2-1'-2' za flavanone, flavone i flavonole i atoma 2-3-1'-2' 

za izoflavone) povezana s afinitetom za vezanja na HSA in vacuo (r = 0,6832; p = 0,0009), ali ta 

povezanost nije prisutna u solvatacijskom modelu (r = 0,0349; p = 0,8838). S obzirom da 

�J�H�R�P�H�W�U�L�M�H�� �I�O�D�Y�R�Q�R�L�G�D�� �Y�H�]�D�Q�L�K�� �]�D�� �+�6�$�� �L�]�U�D�þ�X�Q�D�W�H�� �X�� �V�W�X�G�L�M�D�P�D�� �V�L�G�U�H�Q�M�D�� �S�R�N�D�]�X�M�X�� �Q�H�G�R�V�W�D�W�D�N��

koplanarnosti AC i B prstena [51,116,126,127], smatramo da je koplanarnost dobivena u in 

vacuo �X�Y�M�H�W�L�P�D���V�D�P�R���S�R�N�D�]�D�W�H�O�M���V�N�O�R�Q�R�V�W�L���I�O�D�Y�R�Q�R�L�G�D���V�W�Y�D�U�D�Q�M�X���Y�R�G�L�N�R�Y�L�K���Y�H�]�D���V���+�6�$�����7�D�N�R�ÿ�H�U����

�X�W�Y�U�ÿ�H�Q�R���M�H���G�D���M�H���N�R�S�O�D�Q�D�U�Q�R�V�W���S�U�V�W�H�Q�D���$�&�����G�L�H�G�U�D�O�Q�L���N�X�W���L�]�P�H�ÿ�X���U�D�Y�Q�L�Q�D���G�H�I�L�Q�L�U�D�Q�L�K���D�W�R�P�L�P�D����-

4a-5 i 4a-5-�������Q�X�å�Q�D�����D�O�L���Q�H���L���G�R�Y�R�O�M�Q�D���]�D���X�þ�L�Q�N�R�Y�L�W�R���Y�H�]�D�Q�M�H���]�D���+�6�$����r = 0,5097; p = 0,0217 za 

in vacuo i r = 0,5093; p � �� �������������� �]�D�� �H�N�V�S�O�L�F�L�W�Q�X�� �V�R�O�Y�D�W�D�F�L�M�X������ �þ�D�N�� �L�� �P�D�O�R�� �R�G�V�W�X�S�D�Q�M�H�� �R�G��
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kopl�D�Q�D�U�Q�R�V�W�L�� �M�H�� �S�R�Y�H�]�D�Q�R�� �V�� �J�X�E�L�W�N�R�P�� �D�I�L�Q�L�W�H�W�D�� �]�D�� �+�6�$���� �D�O�L�� �S�O�D�Q�D�U�Q�H�� �P�R�O�H�N�X�O�H�� �V�H�� �Q�H�� �Y�H�å�X�� �]�D��

�+�6�$�� �M�H�G�Q�D�N�L�P�� �D�I�L�Q�L�W�H�W�R�P���� �6�� �R�E�]�L�U�R�P�� �G�D�� �V�H�� �S�O�D�Q�D�U�Q�R�V�W�� �þ�H�V�W�R�� �S�R�Y�H�]�X�M�H�� �V�� �N�R�Q�M�X�J�D�F�L�M�R�P���� �Q�H�N�L�� �V�X��

autori smatrali da flavonoidi s visokim konstantama vezanja uspostavljaju veze s HSA kroz 

konjugaciju [123,125]. �3�U�H�P�D���S�U�H�G�V�W�D�Y�O�M�H�Q�L�P���U�H�]�X�O�W�D�W�L�P�D�����S�O�D�Q�D�U�Q�R�V�W���I�O�D�Y�R�Q�R�L�G�D���L�P�D���Y�H�ü�L���X�W�M�H�F�D�M��

na �Y�H�]�D�Q�M�H�� �]�D�� �+�6�$�� �Q�H�J�R�� �N�R�Q�M�X�J�D�F�L�M�D���� �I�O�D�Y�D�Q�R�Q�L�� �N�R�M�L�� �V�X�� �R�N�D�U�D�N�W�H�U�L�]�L�U�D�Q�L�� �]�Q�D�þ�D�M�Q�R�� �Q�L�å�R�P��

�N�R�Q�V�W�D�Q�W�R�P���Y�H�]�D�Q�M�D���R�G���R�V�W�D�O�L�K���I�O�D�Y�R�Q�R�L�G�D���X�N�D�]�X�M�X���Q�D���W�R�þ�Q�R�V�W���W�H���W�Y�U�G�Q�M�H�����1�D�G�D�O�M�H�����S�U�L�P�D�U�Q�R���Y�H�]�Q�R��

mjesto flavanona na HSA nije, za razliku od ostalih flavonoida, u poddomeni �,�,�$�����Y�H�ü���V�H���Q�D�O�D�]�L��

�E�O�L�å�H���Y�H�]�Q�R�P���P�M�H�V�W�X���X���S�R�G�G�R�P�H�Q�L���,�,�,�$ [53]. �0�R�J�X�ü�L���U�D�]�O�R�J��te pojave je prisutnost neplanarnog 

prstena �&���� �N�R�M�L�� �R�Q�H�P�R�J�X�ü�X�M�H�� �Y�H�]�D�Q�M�H�� �X�� �E�O�L�]�L�Q�L�� �7�U�S�� �������� �D�P�L�Q�R�N�L�V�H�O�L�Q�V�N�R�J�� �R�V�W�D�W�N�D�� �X�� �S�R�G�G�R�P�H�Q�L��

IIA.  

 

Slika 12. Ovisnost log KA o HOMO i LUMO energijama (brojevi odgovaraju rednim brojevima flavonoida u tablici 
2). 
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4.2.6. Strukturna  svojstva �I�O�D�Y�R�Q�R�L�G�D�� �N�R�M�H�� �X�W�M�H�þ�X�� �Q�D�� �M�D�þ�L�Q�X�� �Q�M�L�K�R�Y�D�� �Y�H�]�D�Q�M�D�� �Q�D��

HSA 

�8�� �R�Y�R�P�� �M�H�� �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�X�� �S�U�R�Q�D�ÿ�H�Q�R���Y�L�ã�H�� �V�W�U�X�N�W�X�U�Q�L�K�� �R�G�O�L�N�D aglikona flavonoida koje su 

�]�D�V�O�X�å�Q�H���]�D���Q�M�L�K�R�Y�R���Y�H�]�D�Q�M�H���Q�D���Y�H�]�Q�R���P�M�H�V�W�R���, HSA. 1) Nukleofilnost i parcijalni naboj atoma C3 

�R�P�R�J�X�ü�D�Y�Dju klasifikaciju flavonoida u podskupine: flavanoni (jako niska nukleofilnost i visoki 

negativni parcijalni naboj), izoflavoni (niska nukleofilnost i niski negativni parcijalni naboj), 

flavoni (srednje visoka do visoka nukleofilnost i srednje visoki negativni parcijalni naboj) i 

flavonoli (srednje visoka nukleofilnost i pozitivni parcijalni naboj). 2) �3�R�Y�L�ã�H�Q�L�� �Q�H�J�D�W�L�Y�Q�L��

�S�D�U�F�L�M�D�O�Q�L�� �Q�D�E�R�M�� �D�W�R�P�D�� �2���� �M�H�� �V�Q�D�å�Q�R�� �S�R�Y�H�]�D�Q�� �V�� �N�R�Q�V�W�D�Q�W�R�P�� �Y�H�]�D�Q�M�D�� �]�D�� �+�6�$�� �W�H�� �R�V�O�L�N�D�Y�D�� �G�R�E�U�D��

proton-donorska i proton-akceptorska svojstva flavonoida. 3) Koplanarnost A i C prstena je 

�S�R�Y�H�]�D�Q�D�� �V�� �Y�L�ã�L�P�� �N�R�Q�V�W�D�Q�W�D�P�D�� �Y�H�]�D�Q�M�D�� �L�� �W�R�� �M�H�� �S�U�H�G�X�Y�M�H�W�� �]�D�� �Y�H�]�D�Q�M�H�� �I�O�D�Y�R�Q�R�L�G�D�� �X�� �K�L�G�U�R�I�R�E�Q�R�M��

�ã�X�S�O�M�L�Q�L���� �1�D�G�D�O�M�H����4) koplanarnost AC i B prstena oslikava sklonost flavonoida stvaranju 

vodi�N�R�Y�L�K�� �Y�H�]�D���� �ã�W�R�� �M�H�� �X�� �V�N�O�D�G�X�� �V�� ���� visokim HOMO i LUMO energijama. S druge strane, 

�N�R�Q�M�X�J�D�F�L�M�D�� �Q�L�� �$�&�� �Q�L�� �%�� �S�U�V�W�H�Q�D�� �Q�L�M�H�� �E�L�O�D�� �S�R�Y�H�]�D�Q�D�� �V�� �M�D�þ�L�Q�R�P�� �Y�H�]�D�Q�M�D�� �I�O�D�Y�R�Q�R�L�G�D�� �V�� �+�6�$���� �D�O�L 

negativni naboj B prstena ima utjecaja na konstantu vezanja. 
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4.3. Spektrofluor i�P�H�W�U�L�M�V�N�R�� �R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H��interakcija  �L�]�P�H�ÿ�X kvercetina, 

luteolina i njihovih derivata s varfarinom  pri vezanju na HSA 

4.3.1. �2�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H�� �N�R�Q�V�W�D�Q�W�L�� �Y�H�]�D�Q�M�D�� �N�Y�H�U�F�H�W�L�Q�D���� �O�X�W�H�R�O�L�Q�D�� �L�� �Q�M�L�K�R�Y�L�K�� �G�H�U�L�Y�D�W�D�� �W�H��

varfarina  

�6���R�E�]�L�U�R�P���Q�D���V�W�U�X�N�W�X�U�Q�X���V�O�L�þ�Q�R�V�W���Y�D�U�I�D�U�L�Q�D���V���I�O�D�Y�R�Q�R�L�G�L�P�D�����G�H�U�L�Y�D�W�L���E�H�Q�]�R�S�L�U�D�Q�R�Q�D�� slika 

13)���� �P�R�å�H�� �V�H�� �S�U�H�W�S�R�V�W�D�Y�L�W�L�� �G�D�� �V�H�� �Y�D�U�I�D�U�L�Q�� �L�� �I�O�D�Y�R�Q�R�L�G�L�� �Y�H�å�X�� �]�D�� �L�V�W�R�� �S�R�G�U�X�þ�M�H�� �Y�H�]�Q�R�J�� �P�M�H�V�W�D�� �,����

�0�H�ÿ�X���L�V�S�L�W�L�Y�D�Q�L�K���O�L�J�D�Q�G�L�P�D���� �N�Y�H�U�F�H�W�L�Q���M�H���S�R�N�D�]�D�R���Q�D�M�Y�L�ã�X���N�R�Q�V�W�D�Q�W�X���Y�H�]�D�Q�M�D�����Q�D�N�R�Q���þ�H�J�D���V�O�L�M�H�G�L��

luteolin te varfarin (tablica 3)���� �,�]�� �W�R�J�D�� �V�H�� �P�R�å�H�� �]�D�N�O�M�X�þ�L�W�L�� �G�D�� �E�L�� �N�Y�H�U�F�H�W�L�Q�� �L�� �O�X�Weolin trebali 

�L�V�W�L�V�N�L�Y�D�W�L�� �Y�D�U�I�D�U�L�Q�� �V�� �Q�M�H�J�R�Y�R�J�� �Y�H�]�Q�R�J�� �P�M�H�V�W�D���� �1�L�å�H�� �N�R�Q�V�W�D�Q�W�H�� �Y�H�]�D�Q�M�D�� �J�O�L�N�R�]�L�G�D�� �N�Y�H�U�F�H�W�L�Q�D�� �L��

�O�X�W�H�R�O�L�Q�D���V�H���P�R�J�X���R�E�M�D�V�Q�L�W�L���Q�M�L�K�R�Y�R�P���Y�H�O�L�þ�L�Q�R�P�����ã�W�R���V�H���P�R�å�H���S�R�W�Y�U�G�L�W�L���S�U�L�P�M�H�Uom rutina, koji kao 

�S�U�R�V�W�R�U�Q�R�� �Q�D�M�Y�H�ü�D�� �P�R�O�H�N�X�O�D�� �L�P�D�� �Q�D�M�Q�L�å�X�� �N�R�Q�V�W�D�Q�W�X�� �Y�H�]anja. Negativni naboj kiselinskog 

glukuronskog dijela kvercetin-3-O-glukuronida blago povisuje njegovu konstantu vezanja s 

�R�E�]�L�U�R�P���Q�D���R�V�W�D�O�H���J�O�L�N�R�]�L�G�H�����ã�W�R���M�H���X���V�N�O�D�G�X���V���R�S�ü�R�P���S�U�H�P�L�V�R�P���R���M�D�þ�H�P���Y�H�]�D�Q�M�X���D�Q�L�R�Q�D���]�D���Y�H�]�Q�R��

mjesto IIA [2,4]. 

 

A.  B.  

Slika 13. Strukturna formula A. flavonoida derivata kvercetina i luteolina, B. varfarina (vidjeti tablicu 3 za pojedine 
flavonoide). 
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Tablica 3. Ispitivani ligandi �L���Q�M�L�K�R�Y�H���N�R�Q�V�W�D�Q�W�H���Y�H�]�D�Q�M�D���Q�D���+�6�$�����L�]�U�D�þ�X�Q�D�W�R���S�U�H�P�D���M�H�G�Q�D�G�å�E�D�P�D��������-(6) i 
pretpostavljenom vezanju 1:1) 

Ime R1 R2 R3 KA�“�6���'�������î������4 M�±1) 

Varfarin N/A N/A N/A �������������“������68 

Luteolin -H -H -OH �������������“������53 

Izoorientin -H -Glc -OH �����������“������30 

Cinarozid -H -H -O-Glc �����������“������25 

Kvercetin -OH -H -OH �������������“������52 

Izokvercitrin -O-Glc -H -OH �����������“������21 

Hiperozid -O-Gal -H -OH �����������“������19 

Kvercetin-3-O-glukuronid -O-Gluc -H -OH �����������“������13 

Rutin -O-Glc-Rha -H -OH �����������“������13 

N/A �± podaci nisu dostupni, Glc �± glukoza, Gal �± galaktoza, Gluc �± glukuronska kiselina, Rha �± 

ramnoza 

4.3.2. Studije istiskivanja varfarina s veznog mjesta I HSA flavonoidima 

�.�D�N�R�� �E�L�� �V�H�� �X�W�Y�U�G�L�O�D�� �Y�M�H�U�R�M�D�W�Q�R�V�W�� �L�V�W�L�V�N�L�Y�D�Q�M�D�� �O�L�M�H�N�R�Y�D�� �V�D�� �+�6�$���� �X�R�E�L�þ�D�M�H�Q�R�� �V�H�� �N�R�U�L�V�W�H��in 

vitro �P�H�W�R�G�H�� �N�R�M�H�� �X�N�O�M�X�þ�X�M�X�� �Q�L�V�N�H�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�H�� �+�6�$ [128�±130]. Rezultati dobiveni na ovakav 

�Q�D�þ�L�Q�� �Q�H�� �P�R�J�X�� �L�]�U�D�Y�Q�R�� �E�L�W�L�� �H�N�V�W�U�D�S�R�O�L�U�D�Q�L�� �Q�D�� �I�L�]�L�R�O�R�ã�N�H�� �X�Y�M�H�W�H���� �D�O�L�� �P�R�J�X�� �S�U�X�å�L�W�L�� �Y�D�å�D�Q�� �X�Y�L�G�� �X��

potencijalne probleme [36]. �'�R�V�D�G�D�ã�Q�M�D�� �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D�� �L�V�W�L�V�N�L�Y�D�Q�M�D�� �Y�D�U�I�D�U�L�Q�D�� �V�� �Y�H�]�Q�R�J�� �P�M�H�V�W�D�� �,�,�$��

flavonoidima raznim metodama su dala kontroverzne rezultate [49,51,56,57,131], od onih koji 

tvrde da nema nikakvog rizika za istiskivanje [49] do onih koji tvrde da je rizik istiskivanja 

varfarina i njegovih nuspojava vrlo visok [57]. U ovoj se studiji za ispitivanje istiskivanja 

varfarina s njegovog veznog mjesta koristila metoda fluorescencije flavonoida. Svi flavonoidi 

�N�R�U�L�ã�W�H�Q�L�� �X studiji posjeduju 5-OH skupinu za koju se zna da gasi njihovu �L�Q�W�U�L�Q�]�L�þ�Qu 

fluorescenciju [85]. �0�H�ÿ�X�W�L�P�����N�D�G�D���V�X���Y�H�]�D�Q�L��za HSA, flavonoidi fluoresciraju na valnoj duljini 

ekscitacije od 450 nm i emisije 500�±���������Q�P�����8���V�O�X�þ�D�M�X���G�D���I�O�D�Y�R�Q�R�L�G���Q�L�M�H���X���P�R�J�X�ü�Q�R�V�W�L���Y�H�]�D�W�L���V�H��

�]�D�� �+�6�$�� �L�O�L�� �V�H�� �Y�H�å�H�� �V�� �Q�L�å�R�P �L�O�L�� �Y�L�ã�R�P�� �N�R�Q�V�W�D�Q�W�R�P�� �Y�H�]�D�Q�M�D�� �]bog nekog vanjskog faktora, to se 

�P�R�å�H�� �S�U�L�Pi�M�H�W�L�W�L�� �S�R�P�R�ü�X�� �S�U�R�P�M�H�Q�D�� �X�� �Q�M�L�K�R�Y�L�P��Fmax i cmax. S konstantom vezanja varfarina za 

HSA od 10,56 �“�� ���������� �î�� ����4 M �±1, �N�R�U�L�ã�W�H�Q�M�H�P�� �M�H�G�Qa�G�å�E�L�� �������� �L�� ���������� �P�R�J�X�ü�H�� �M�H�� �R�G�U�H�G�L�W�L��

koncentraciju�����R�G�Q�R�V�Q�R���N�R�O�L�þ�L�Q�X �Y�D�U�I�D�U�L�Q�D���S�R�W�U�H�E�Q�X���G�D���V�H���]�D�V�L�W�L���R�G�U�H�ÿ�H�Q�L���X�G�L�R���Y�H�]�Qog mjesta I (0, 

22, 38, 63 i 92%)�����7�D�N�R�ÿ�H�U���M�H���S�R�W�U�H�E�Q�R��naglasiti da je varfarin natrij �N�R�U�L�ã�W�H�Q���X���L�V�S�L�W�L�Y�D�Q�M�L�P�D kao 

�U�D�F�H�P�L�þ�Q�D��smjesa te da konstante vezanja (R)- i (S)-varfarina nisu jednake; (S)-enantiomer ima 
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�Q�H�]�Q�D�W�Q�R�� �Y�L�ã�X�� �N�R�Q�V�W�D�Q�W�X�� �Y�H�]�D�Q�M�D [132]���� �P�H�ÿ�X�W�L�P�� �R�E�D�� �H�Q�D�Q�W�L�R�P�H�U�D�� �V�H�� �Y�H�å�X�� �Q�D�� �L�V�W�R�� �S�R�G�U�X�þ�M�H��

poddomene IIA [27]. 

4.3.2.1. Istovremeno vezanje varfarina i aglikona flavonoida 

�1�D�N�R�Q�� �L�Q�N�X�E�D�F�L�M�H�� �V�� �Y�D�U�I�D�U�L�Q�R�P���� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�� �I�O�D�Y�R�Q�R�L�G�D�� �V�H�� �S�R�V�W�H�S�H�Q�R�� �S�R�Y�H�ü�D�Y�D�O�D�� �V�Y�H��

dok nije bio postignut Fmax. Istiskivanje varfarina s HSA zbog vezanja kvercetina, luteolina, 

izokvercitrina ili cinarozida je prikazan na slici 14�����ý�L�Q�M�H�Q�L�F�D���G�D���V�H���Q�H�N�L���I�O�D�Y�R�Q�R�L�G�L���M�D�þ�H���Y�H�å�X���]�D��

HSA od varfarina �P�R�å�H���G�R�Y�H�V�W�L���G�R���]�D�N�O�M�X�þ�N�D���G�D���ü�H���S�R�V�O�M�H�G�L�þ�Q�R���G�R�ü�L���G�R���L�V�W�L�V�Nivanja varfarina. U 

�V�O�X�þ�D�M�X���G�D���V�H���Y�D�U�I�D�U�L�Q���M�D�þ�H���Y�H�å�H���� �]�D�X�]�H�ü�H���R�G�U�H�ÿ�H�Q�R�J���S�R�V�W�R�W�N�D���Y�H�]�Q�R�J���P�M�H�V�W�D���R�G���V�W�U�D�Q�H���Y�D�U�I�D�U�L�Q�D��

�ü�H���V�P�D�Q�M�L�W�L���I�O�X�R�U�H�V�F�H�Q�F�L�M�X���]�E�R�J���V�P�D�Q�M�H�Q�R�J���Q�D�V�W�D�M�D�Q�M�D���N�R�P�S�O�H�N�V�D���+�6�$-flavonoid. 

 

 

Slika 14�����8�W�M�H�F�D�M���U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K���N�R�Q�F�H�Q�Wracija varfarina na fluorescenciju kompleksa HSA-flavonoid. 

Dodatak varfarina neznatno smanjuje Fmax �N�Y�H�U�F�H�W�L�Q�D�� �V�� �P�D�O�L�P�� �S�R�Y�L�ã�H�Q�M�H�P��cmax (slika 

14A). Smanjenje Fmax �N�Y�H�U�F�H�W�L�Q�D�� �S�R�Y�L�ã�H�Q�M�H�P�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�H�� �Y�D�U�I�D�U�L�Q�D�� �M�H�� �Y�H�ü�� �E�L�O�R�� �X�W�Y�U�ÿ�H�Q�R�� �]�D��
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kompleks BSA-kvercetin [133]. �2�Y�R���V�P�D�Q�M�H�Q�M�H���M�H���Q�D�M�Y�L�G�O�M�L�Y�L�M�H���S�U�L���]�D�V�L�ü�H�Q�M�X���Y�H�]�Qog mjesta I od 

92%. U t�R�P���V�O�X�þ�D�M�X���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D���Y�D�U�I�D�U�L�Q�D���L�]�Q�R�V�L�������������0�����G�R�N���M�H���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D���N�Y�H�U�F�H�W�L�Q�D���Q�L�å�D��

�R�G�����������0�����ã�W�R���M�H���P�Q�R�J�R���Y�L�ã�H���R�G���I�L�]�L�R�O�R�ã�N�L���P�R�J�X�ü�L�K���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�����=�D���Q�L�å�H���Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�L���]�D�V�L�ü�H�Qosti 

�+�6�$�� �Q�H�P�D�� �]�Q�D�þ�D�M�Q�L�K�� �U�D�]�O�L�N�D�� �E�L�O�R�� �X��Fmax, bilo u cmax���� �,�]�� �W�R�J�D�� �V�H�� �P�R�å�H�� �]�D�N�O�M�X�þ�L�W�L�� �G�D�� �Y�D�U�I�D�U�L�Q�� �L��

�N�Y�H�U�F�H�W�L�Q���Q�H���G�L�M�H�O�H���L�V�W�R���Y�H�]�Q�R���S�R�G�U�X�þ�M�H���L�D�N�R���V�H���R�E�R�M�H���Y�H�å�X���X���,�,�$���S�R�G�G�R�P�H�Q�L��(slika 15A). Ako bi 

se vezno mjesto �N�Y�H�U�F�H�W�L�Q�D�� �Q�D�O�D�]�L�O�R�� �G�X�E�O�M�H�� �X�Q�X�W�D�U�� �Y�H�]�Q�R�J�� �G�å�H�S�D nego vezno mjesto varfarina 

(slika 15B.), varfarin bi ometao vezanje kvercetina te bi pri visokim koncentracijama varfarina 

�I�O�X�R�U�H�V�F�H�Q�F�L�M�D�� �S�U�L�� �������� �Q�P�� �E�L�O�D�� �S�R�W�S�X�Q�R�� �X�J�D�ã�H�Q�D���� �0�H�ÿ�X�W�L�P���� �U�H�]�X�O�W�D�W�L�� �G�R�E�L�Y�H�Q�L��

�V�S�H�N�W�U�R�I�O�X�R�U�L�P�H�W�U�L�M�V�N�R�P�� �D�Q�D�O�L�]�R�P���� �D�� �S�R�W�Y�U�ÿ�H�Q�L�� �L�� �H�N�V�S�H�U�L�P�H�Q�W�L�P�D�� �V�L�G�U�H�Q�M�D���� �W�R�� �Q�H�� �S�R�W�Y�U�ÿ�X�M�X����

Dodatna ispitivanj�D�� �V�X�� �W�D�N�R�ÿ�H�U�� �S�U�R�Y�H�G�H�Q�D�� �X�� �N�R�M�L�P�D �M�H�� �+�6�$�� �E�L�R�� �]�D�V�L�ü�H�Q�� �N�Y�H�U�F�H�W�L�Q�R�P���� �D��

�N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�� �Y�D�U�I�D�U�L�Q�D�� �V�H�� �S�R�V�W�X�S�Q�R�� �S�R�Y�H�ü�D�Y�D�O�D�� �N�D�N�R��b�L�� �V�H�� �R�W�N�U�L�O�R�� �Q�D�O�D�]�L�� �O�L�� �V�H�� �Y�H�]�Q�R�� �S�R�G�U�X�þ�M�H��

�Y�D�U�I�D�U�L�Q�D�� �G�X�E�O�M�H�� �X�Q�X�W�D�U�� �Y�H�]�Q�R�J�� �G�å�H�S�D��u odnosu na �Y�H�]�Q�R�� �S�R�G�U�X�þ�M�H�� �N�Y�H�U�F�H�W�L�Q�D (slika 15C). Ovi 

�U�H�]�X�O�W�D�W�L���W�D�N�R�ÿ�H�U���S�R�W�Y�U�ÿ�X�M�X���K�L�S�R�W�H�]�X���G�D���Q�H�P�D���L�]�U�D�Y�Q�H���L�Q�W�H�U�D�N�F�L�M�H���L�]�P�H�ÿ�X���N�Y�H�U�F�H�W�L�Q�D���L���Y�D�U�I�D�U�L�Q�D�����8��

�R�E�D�� �V�O�X�þ�D�M�D���� �þ�D�N�� �L�� �S�U�L�� �Q�Dj�Y�L�ã�L�P�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�P�D�� �R�P�H�W�D�M�X�ü�H�J�� �O�L�J�D�Q�G�D���� �P�D�O�L�� �G�R�G�D�W�D�N�� �L�V�S�L�W�L�Y�D�Q�R�J��

liganda uzrokuje �]�Q�D�þ�D�M�D�Q�� �S�R�U�D�V�W�� �L�Q�W�H�Q�]�L�W�H�W�D�� �I�O�X�R�U�H�V�F�H�Q�F�L�M�H���� �,�]�� �W�R�J�D�� �V�H�� �P�R�å�H�� �]�D�N�O�M�X�þ�L�W�L da niti 

varfarin i kvercetin �G�L�M�H�O�H�� �L�V�W�R�� �Y�H�]�Q�R�� �S�R�G�U�X�þ�M�H�� �X�Q�X�W�D�U�� �Y�H�]�Q�R�J�� �P�M�H�V�W�D�� �,���� �Q�L�W�L�� �V�H�� �Y�H�]�Q�R�� �S�R�G�U�X�þ�M�H��

jednog liganda nalazi ispred �Y�H�]�Q�R�J�� �S�R�G�U�X�þ�M�D�� �G�U�X�J�R�J�� �O�L�J�D�Q�G�D���� �Q�H�J�R�� �V�H�� �R�E�D�� �O�L�J�D�Q�G�D��mogu 

�L�V�W�R�Y�U�H�P�H�Q�R�� �Y�H�]�D�W�L�� �]�D�� �V�Y�R�M�D�� �Y�H�]�Q�D�� �S�R�G�U�X�þ�M�D�� �X�Q�X�W�D�U�� �S�R�G�G�R�P�H�Q�H�� �,�,�$��(slika 15D)���� �W�Y�R�U�H�ü�L�� �P�D�Q�M�H��

fluorescentni ternarni HSA-kvercetin-�Y�D�U�I�D�U�L�Q�� �N�R�P�S�O�H�N�V���� �E�H�]�� �G�D�� �]�Q�D�þ�D�M�Q�R�� �X�W�M�H�þ�X�� �Q�D�� �D�I�L�Q�L�W�H�W��

�Y�H�]�D�Q�M�D�� �G�U�X�J�R�J�� �O�L�J�D�Q�G�D���� �2�Y�R�� �M�H�� �Q�D�G�D�O�M�H�� �S�R�W�Y�U�ÿ�H�Q�R�� �L�� �Q�H�G�R�V�W�D�W�N�R�P�� �N�D�U�D�N�W�H�U�L�V�W�L�þ�Q�H�� �V�L�J�P�R�L�G�D�O�Q�H��

�N�U�L�Y�X�O�M�H�� �X�� �V�O�X�þ�D�M�X�� �N�R�R�S�H�U�D�W�L�Y�Q�R�J [134,135], �R�G�Q�R�V�Q�R�� �/�D�Q�J�P�X�L�U�R�Y�H�� �N�U�L�Y�X�O�M�H�� �X�� �V�O�X�þ�D�M�X��

antikooperativnog vezanja [23,136] (slika 14A). 

�6�O�L�þ�Q�L�� �U�H�]�X�O�W�D�W�L�� �V�X�� �G�R�E�L�Y�H�Q�L�� �L�� �]�D�� �O�X�W�H�R�O�L�Q (slika 14B)���� �M�H�G�L�Q�D�� �M�H�� �U�D�]�O�L�N�D�� �ã�W�R�� �X�� �V�O�X�þ�D�M�X��

luteolina nije bilo primjetne razlike u Fmax i cmax �L�]�P�H�ÿ�X�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K�� �S�R�V�W�R�W�D�N�D�� �]�D�V�L�ü�H�Q�R�V�W�L�� �+�6�$����

�þ�D�N���Q�L���X���V�O�X�þ�D�M�X��������-�W�Q�H���]�D�V�L�ü�H�Q�R�V�W�L���+�6�$���� �0�R�å�H���V�H���]�D�N�O�M�X�þ�L�W�L���G�D���M�H����-OH supstituent od velike 

�Y�D�å�Q�R�V�W�L�� �]�D�� �L�Q�W�H�Q�]�L�W�H�W�� �I�O�X�R�U�H�V�F�H�Q�F�L�M�H�� �I�O�D�Y�R�Q�R�L�G�D�� �L�� �Q�M�H�J�R�Y�� �S�R�O�R�å�D�M�� �X�� �S�U�R�V�W�R�U�X�� �]�Q�D�þ�D�M�Q�R�� �X�W�M�H�þ�H�� �Q�D��

Fmax�����'�U�X�J�R���R�E�M�D�ã�Q�M�H�Q�M�H���M�H���P�R�J�X�ü�H���S�U�L�V�X�V�W�Y�R���G�U�X�J�R�J���Y�D�U�I�D�U�L�Q�V�N�R�J���Y�H�]�Q�R�J���P�M�H�V�W�D, niskog afiniteta 

(LAS), na koje se varfari�Q���Y�H�å�H���W�H�N���Q�D�N�R�Q���ã�W�R���M�H���S�U�L�P�D�U�Q�R���Y�H�]�Q�R���P�M�H�V�W�R�����+�$�6�� popunjeno. Ovo 

�E�L���S�R�W�H�Q�F�L�M�D�O�Q�R���P�R�J�O�R���R�E�M�D�V�Q�L�W�L���Y�H�ü�L���X�W�M�H�F�D�M���Y�D�U�I�D�U�L�Q�D���Q�D���L�Q�W�H�Q�]�L�W�H�W���I�O�X�R�U�H�V�F�H�Q�F�L�M�H���N�Y�H�Ucetina nego 

luteolina, s obzirom da kvercetin ima 3-�2�+���V�N�X�S�L�Q�X���N�R�M�D���E�L���P�R�J�O�D���X�ü�L���X���L�Q�W�H�U�D�N�F�L�M�H���V���Y�D�U�I�D�U�L�Q�R�P��

vezanim z�D���/�$�6���S�U�L���Y�L�ã�L�P���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�P�D�����ã�W�R���M�H���S�R�W�Y�U�ÿ�H�Q�R���L���V�W�X�G�L�M�R�P���V�L�G�U�H�Q�M�D�� 
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Slika 15. �3�U�H�G�O�R�å�H�Q�L���S�R�O�R�å�D�M�L���P�R�O�H�N�X�O�D���Y�Drfarina i kvercetina u poddomeni IIA HSA (temeljeno na Petitpas i sur. 
[27] i Ghuman i sur. [8]�������$�����9�D�U�I�D�U�L�Q���L���N�Y�H�U�F�H�W�L�Q���V�H���Y�H�å�X���]�D���L�V�W�R���Y�H�]�Q�R���S�R�G�U�X�þ�M�H�����%�����3�R�G�U�X�þ�M�H���Y�H�]�D�Q�M�D���Y�D�U�I�D�U�L�Q�D���V�H��

�Q�D�O�D�]�L���L�V�S�U�H�G���S�R�G�U�X�þ�M�D���Y�H�]�D�Q�M�D���N�Y�H�U�F�H�W�L�Q�D�����&�����3�R�G�U�X�þ�M�H���Y�H�]�D�Q�M�D���Y�D�U�I�D�U�L�Q�D���V�H���Q�D�O�D�]�L���L�]�D���S�R�G�U�X�þ�M�D���Y�H�]�D�Q�M�D��kvercetina i 
�'�����3�R�G�U�X�þja vezanja varfarina i kvercetina su neovisna jedno o drugome. 

 Dobiveni rezultati su u skladu s rezultatima koje su objavili Zsila i sur. [51] te Dufour i 

Dangles [49], �D���V�O�D�å�X���V�H���L���V���U�H�]�X�O�W�D�W�L�P�D kristalografskih struktura koje su objavili Petitpas i sur. 

[27] te Yamasaki i sur. [23,118] koji tvrde da se za vezno mjesto u poddomeni IIA mogu vezati 

dodatni ligandi u blizini varfarina. Razlika u fluorescenciji �I�O�D�Y�R�Q�R�L�G�D�� �P�R�å�H�� �E�L�W�L�� �S�U�L�S�L�V�D�Q�D��

�N�R�Q�I�R�U�P�D�F�L�M�V�N�L�P�� �S�U�R�P�M�H�Q�D�P�D�� �L�� �S�R�W�H�Q�F�L�M�D�O�Q�L�P�� �S�U�R�P�M�H�Q�D�P�D�� �Y�H�O�L�þ�L�Q�H i oblika veznog mjesta I 

uzrokovanih varfarinom. T�R���X�]�U�R�N�X�M�H���S�U�R�P�M�H�Q�H���X���Y�H�]�Q�R�P���S�R�G�U�X�þ�M�X���I�O�D�Y�R�Q�R�L�G�D���L��Fmax kompleksa 

HSA-�I�O�D�Y�R�Q�R�L�G�� �E�H�]�� �]�Q�D�þ�D�M�Q�R�J�� �X�W�M�H�F�D�M�D�� �Q�D�� �Q�M�L�K�R�Y�X�� �N�R�Q�V�W�D�Q�W�X�� �Y�H�]�D�Q�M�D���� �5�D�]�O�L�N�D�� �X�� �L�Q�W�H�Q�]�L�W�H�W�X��

fluorescencije pri 92%-�W�Q�R�P���]�D�V�L�ü�H�Q�M�X���+�6�$���P�R�å�H���E�L�W�L���R�E�M�D�ã�Q�M�H�Q�D���L�]�U�D�å�H�Q�L�M�R�P���N�R�Q�Iormacijskom 

�S�U�R�P�M�H�Q�R�P�� �Y�H�]�Q�R�J�� �P�M�H�V�W�D���� �D�O�L�� �P�R�J�X�ü�Q�R�V�W�� �G�U�X�J�H�� �P�R�O�H�N�X�O�H�� �Y�D�U�I�D�U�L�Q�D�� �Y�H�]�D�Q�H�� �]�D�� �/�$�6�� �S�U�L�� �Y�L�ã�L�P��

�N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�P�D�� �Q�H�� �P�R�å�H�� �E�L�W�L�� �R�G�E�D�þ�H�Q�D [131]. Ta druga molekula varfarina bi mogla i izravno 

utjecati na intenzitet fluorescencije flavonoida. 
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 S druge strane, rezultati koje su objavili Di Bari i sur. [56] �L�� �3�R�y�U�� �L�� �V�X�U�� [57] govore da 

�N�Y�H�U�F�H�W�L�Q�����N�D�R���L���Q�H�N�L���G�U�X�J�L���I�O�D�Y�R�Q�R�L�G�L�����P�R�å�H���L�V�W�L�V�Q�X�W�L���Y�D�U�I�D�U�L�Q���V���Q�M�H�J�R�Y�R�J���Y�H�]�Q�R�J���P�M�H�V�W�D���þ�D�N���L���S�U�L��

�Q�L�å�L�P�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�P�D���� �'�L�� �%�D�U�L�� �L�� �V�X�U���� �V�X�� �X�W�Y�U�G�L�O�L�� �G�D�� �V�P�D�Q�M�H�Q�M�H�� �L�Q�W�H�Q�]�L�W�H�W�D�� �Y�U�S�F�L�� �N�Y�H�U�F�H�W�L�Q�D��

dobivenih metodom induciranog cirkularnog dikroizma (ICD) ukazuje na njegovo istiskivanje s 

�+�6�$�����1�D�G�D�O�M�H�����3�R�y�U���L���V�X�U�����W�Y�U�G�H���G�D���V�P�D�Q�M�H�Q�M�H���Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�L���S�R�O�D�U�L�]�D�F�L�M�H mjerene fluorescencijskom 

anizotropijom �R�G�J�R�Y�D�U�D�� �Y�H�ü�R�M�� �U�R�W�D�F�L�M�V�N�R�M�� �V�O�R�E�R�G�L�� �V�O�Rbodnog lijeka, odnosno istiskivanju 

varfarina iz njegovog kompleksa s HSA. �0�H�ÿ�X�W�L�P�� Yamasaki i sur. [23,118] su utvrdili da 

�Y�H�]�D�Q�M�H�� �G�U�X�J�R�J�� �O�L�J�D�Q�G�D�� �P�R�å�H�� �X�W�M�H�F�D�W�L�� �Q�D�� �P�R�E�L�O�Q�R�V�W�� �S�U�Y�R�J�� �O�L�J�D�Q�G�D�� �L�� �L�P�D�W�L�� �X�þ�L�Q�D�N�� �Q�D�� �U�H�]�X�O�W�D�W�H��

dobivene metodama ICD-a i fluorescenci�M�V�N�H�� �D�Q�L�]�R�W�U�R�S�L�M�H�� �E�H�]�� �Q�X�å�Qog istiskivanja liganda. 

�'�U�X�J�L�P�� �U�L�M�H�þ�L�P�D, promjene u signalima fluorescencijske anizotropije i ICD-a ne ukazuju 

�M�H�G�Q�R�]�Q�D�þ�Q�R�� �Q�D�� �L�V�W�L�V�N�L�Y�D�Q�M�H�� �O�L�J�D�Q�G�D���� �1�D�G�D�O�M�H�� tehnika nuklearne magnetske rezonance razlike 

�S�U�L�M�H�Q�R�V�D�� �]�D�V�L�ü�H�Q�M�D�� ���H�Q�J�O�� Saturation Transfer Difference Nuclear Magnetic Resonance, STD-

�1�0�5���� �N�R�M�X�� �V�X�� �N�R�U�L�V�W�L�O�L�� �'�L�� �%�D�U�L�� �L�� �V�X�U���� �M�H�� �R�N�D�U�D�N�W�H�U�L�]�L�U�Q�D�� �R�Y�L�V�Q�R�ã�ü�X�� �L�Q�W�H�Q�]�L�W�H�W�D�� �V�L�J�Q�D�O�D�� �R��

udaljenosti vodikovih atoma liganda od vodikovih atoma HSA. Intenzitet signala ovisi o 

�U�H�F�L�S�U�R�þ�Q�R�M�� �Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�L�� �ã�H�V�W�H�� �Sotencije udaljenosti ligand-�+�6�$���� �8�� �Q�M�L�K�R�Y�R�P�� �V�O�X�þ�D�M�X�� relativni 

intenzitet signala kvercetina je iznosio ~40% njegovog intenziteta bez varfarina. Dakle, vezanje 

�Y�D�U�I�D�U�L�Q�D�� �X�W�M�H�þ�H�� �Q�D���X�G�D�O�M�H�Q�R�V�W�� �L�]�P�H�ÿ�X�� �N�Y�H�U�F�H�W�L�Q�D�� �L�� �+�6�$���� �D�O�L�� �U�H�]�X�O�W�D�W�L��eksplicitno ne pokazuju 

istiskivanje, nego mogu ukazivati i na konformacijske promjene. 

4.3.2.2. Istovremeno vezanje varfarina i glikozida flavonoida 

Dodatna mjerenja su provedena pod pretpostavkom da bi varfarin mogao ometati vezanje 

glikozida flavonoida. Glikozidi flavonoid�D�� �L�P�D�M�X�� �Q�L�å�H�� �N�R�Q�V�W�D�Q�W�H�� �Y�H�]�D�Q�M�D�� �L�� �S�U�R�V�W�R�U�Q�R�� �V�X�� �Y�H�ü�H��

molekule od svojih aglikona, �W�D�N�R���G�D���V�H���R�þ�H�N�L�Y�D�O�R���G�D���ü�H���O�D�N�ã�H���X�O�D�]�L�W�L���X���L�Q�W�H�U�D�N�F�L�M�H���V���Y�D�U�I�D�U�L�Q�R�P����

�.�D�R���L���N�R�G���D�J�O�L�N�R�Q�D�����G�Y�L�M�H���U�D�]�O�L�þ�L�W�H���Y�U�V�W�H���S�R�Q�D�ã�D�Q�M�D���V�X���S�U�L�P�M�H�ü�H�Q�H�����.od derivata kvercetina (svi su 

supstitu�L�U�D�Q�L���Q�D���S�R�O�R�å�D�M�X������ slika 13A) dolazi do blagog smanjenja Fmax �S�R�Y�H�ü�D�Q�M�H�P���]�D�V�L�ü�H�Q�R�V�W�L��

veznog mjesta s neprimjetnim utjecajem na cmax���� �R�V�L�P�� �X�� �V�O�X�þ�D�M�X�� �N�D�G�D�� �V�X�� �Y�H�]�Q�D�� �P�M�H�V�W�D�� �X��

poddomeni IIA �]�D�V�L�ü�H�Q�D 92% (slika 14C, podaci za ostale derivate kvercetina nisu prikazani 

�]�E�R�J�� �V�O�L�þ�Q�R�V�W�L������ �6�� �G�U�X�J�H�� �V�W�U�D�Q�H���� �N�R�G�� �G�H�U�L�Y�D�W�D�� �O�X�W�H�R�O�L�Q�D�� ���V�X�S�V�W�L�W�X�L�U�D�Q�L�� �Q�D�� �S�R�O�R�å�D�M�L�P�D�� ���� �L�� ���� slika 

13A���� �Q�L�M�H�� �X�R�þ�H�Q�R�� �Q�L�N�D�N�Y�R�� �V�P�D�Q�M�H�Q�M�H�� �Q�L�� �X��Fmax ni u cmax���� �V�� �L�]�Q�L�P�N�R�P�� �V�O�X�þ�D�M�D�� �N�D�G�D�� �V�X�� �Y�H�]�Q�D��

�P�M�H�V�W�D�� �X�� �S�R�G�G�R�P�H�Q�L�� �,�,�$�� �]�D�V�L�ü�H�Q�D�� ��������(slika 14D, podaci za izoorientin nisu prikazani zbog 

�V�O�L�þ�Q�R�V�W�L������ �6�X�S�V�W�L�W�X�H�Q�W�L�� �Q�D�� �S�R�O�R�å�D�M�X�� ���� �X�W�M�H�þ�X�� �Q�D�� �L�Q�W�H�Q�]�L�W�H�W�� �I�O�X�R�U�H�V�F�H�Q�F�L�M�H�� �V�� �R�E�]�L�U�R�P�� �G�D�� �V�X�� �G�L�R��
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velikog konjugiranog sustava koji spaja prsten B s �N�L�V�L�N�R�Y�L�P���D�W�R�P�R�P���Q�D���S�R�O�R�å�D�M�X����, ali nemaju 

�V�N�R�U�R���Q�L�N�D�N�Y�R�J���X�þ�L�Q�N�D���Q�D �L�Q�W�H�U�D�N�F�L�M�H���V���Y�D�U�I�D�U�L�Q�R�P�����6�X�S�V�W�L�W�X�F�L�M�D���Q�D���S�R�O�R�å�D�M�X�������L�O�L�������Q�H�P�D���X�W�M�H�F�D�M�D��

�Q�L���Q�D���I�O�X�R�U�H�V�F�H�Q�F�L�M�X���I�O�D�Y�R�Q�R�L�G�D���Q�L���Q�D���L�Q�W�H�U�D�N�F�L�M�H���V���Y�D�U�I�D�U�L�Q�R�P�����.�D�R���L���N�R�G���N�Y�H�U�F�H�W�L�Q�D�����M�H�G�L�Q�L���X�þ�L�Q�D�N��

�M�H�� �S�U�L�P�M�H�ü�H�Q�� �S�U�L�� ����%-�W�Q�R�P�� �]�D�V�L�ü�H�Q�M�X�� �+�6�$����To se �P�R�å�H��objasniti vezanjem varfarina za LAS 

[8,27,133], �ã�W�R���X�]�U�R�N�X�M�H���D�O�R�V�W�H�U�L�þ�N�H���N�R�Q�I�R�U�P�D�F�L�M�V�N�H���S�U�R�P�M�H�Q�H���L���I�R�U�P�L�U�D�Q�M�H���V�O�D�E�L�M�H���I�O�X�R�U�H�V�F�H�Q�W�Q�R�J��

ternarnog kompleksa ili sudje�O�X�M�H�� �X�� �L�]�U�D�Y�Q�R�M�� �N�R�P�S�H�W�L�W�L�Y�Q�R�M�� �L�Q�W�H�U�D�N�F�L�M�L���� �7�D�N�R�ÿ�H�U���� �N�D�R�� �L�� �N�R�G��

�N�Y�H�U�F�H�W�L�Q�D�� �L�� �O�X�W�H�R�O�L�Q�D���� �P�R�å�H�� �V�H�� �S�U�L�Pi�M�H�W�L�W�L�� �G�D�� �Y�D�U�I�D�U�L�Q�� �L�P�D�� �Y�H�ü�L�� �X�W�M�H�F�D�M�� �Q�D�� �J�O�L�N�R�]�L�G�H�� �N�Y�H�U�F�H�W�L�Q�D��

�Q�H�J�R���O�X�W�H�R�O�L�Q�D�����Q�D�J�O�D�ã�D�Y�D�M�X�ü�L���X�W�M�H�F�D�M���V�X�S�V�W�L�W�X�H�Q�W�D���Q�D���S�R�O�R�å�D�M�X�������Q�D���L�Q�W�H�Q�]�L�W�H�W���I�O�X�R�U�H�V�F�H�Q�F�L�M�H�� 
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4.4. �6�S�H�N�W�U�R�I�O�X�R�U�L�P�H�W�U�L�M�V�N�R�� �R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H�� �L�Q�W�H�U�D�N�F�L�M�D�� �N�Y�H�U�F�H�W�L�Q�D�� �L�� �N�Y�H�U�F�H�W�L�Q-3-

O-glukuronida s indometacinom, piroksikamom, furosemidom te 

mikofenolat mofetilom pri vezanju na HSA 

�1�D�N�R�Q�� �L�V�S�L�W�L�Y�D�Q�M�D�� �L�V�W�L�V�N�L�Y�D�Q�M�D�� �Y�D�U�I�D�U�L�Q�D�� �V�� �Q�M�H�J�R�Y�R�J�� �Y�H�]�Q�R�J�� �P�M�H�V�W�D�� �L�� �]�D�N�O�M�X�þ�N�D�� �G�D�� �V�H 

�I�O�D�Y�R�Q�R�L�G�L�� �Q�H�� �Y�H�å�X�� �Q�D�� �L�V�W�R�� �Y�H�]�Q�R �S�R�G�U�X�þ�M�H��kao i varfarin, ispitale su se interakcije kvercetina i 

kvercetin-3-O-glukuronida s indometacinom, piroksikamom, furosemidom i mikofenolat 

mofetilom (slika 16). �.�R�U�L�ã�W�H�Q�M�H�P�� �P�H�W�R�G�H �J�D�ã�H�Q�M�D�� �I�O�X�R�U�H�V�F�H�Q�F�L�M�H���� �Q�D�M�M�D�þ�H�� �Yezanje za vezno 

mjesto u poddomeni IIA je pokazao piroksikam (KA = ���������������“���������������î������4 M�±1), nakon kojeg su 

slijedili indometacin (KA = ���������������“���������������î������4 M�±1), furosemid (KA = �������������“��������1�����î������4 M �±1) i 

mikofenolat mofetil (KA = �������������“���������������î������4 M �±1). 

 

 

Slika 16. Strukturne formule: A. indometacina, B. piroksikama, C. furosemida i D. mikofenolat mofetila. 

�1�D�N�R�Q�� �R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�D�� �N�R�Q�V�W�D�Q�W�L�� �Y�H�]�D�Q�M�D���� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�M�H�P�� �M�H�G�Q�D�G�å�E�L�� �������� �L�� ���������� �D�Q�D�O�R�J�Q�R�� �N�D�R�� �L�� �N�R�G��

�Y�D�U�I�D�U�L�Q�D���� �R�G�U�H�ÿ�H�Q�H�� �V�X�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�H�� �L�V�S�L�W�L�Y�D�Q�L�K�� �O�L�M�H�N�R�Y�D�� �S�R�W�U�H�E�Qe �]�D�� �]�D�V�L�ü�H�Q�M�H 0, 22, 38, 63 i 

92% veznog mjesta u poddomeni IIA HSA, s time da zbog niske topljivosti mikofenolat 
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�P�R�I�H�W�L�O�D�����Q�L�M�H���E�L�O�R���P�R�J�X�ü�H���S�R�V�W�L�ü�L���Q�M�H�J�R�Y�X���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�X���N�R�M�D���E�L���]�D�V�L�W�L�O�D������% navedenog veznog 

mjesta. Zatim je uslijedilo mjerenje istiskivanja lijekova jednim aglikonom flavonoida, 

kvercetinom, i jednim glikozidom flavonoida, kvercetin-3-O-glukuronidom. 

4.4.1. Interakcije kvercetina i kvercetin-3-O-glukuronida s indometacinom 

Intenzitet fluorescencije kvercetina (A) i kvercetin-3-O-glukuronida (B���� �S�U�L�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�L�P��

�S�R�V�W�R�F�L�P�D���]�D�V�L�ü�H�Q�R�V�W�L���Y�H�]�Q�R�J���P�M�H�V�W�D���X���S�R�G�G�R�P�H�Q�L���,�,�$���+�6�$���L�Q�G�R�P�H�W�D�F�L�Q�R�P���V�H���P�R�J�X���Y�L�G�M�H�W�L���Q�D 

slici 17. Pri konce�Q�W�U�D�F�L�M�D�P�D���N�Y�H�U�F�H�W�L�Q�D���Q�L�å�L�P���R�G���������—�0 (slika 17A), �S�R�Y�L�ã�H�Q�M�H�P���N�R�Q�F�H�Q�W�Uacije 

�L�Q�G�R�P�H�W�D�F�L�Q�D���� �R�G�Q�R�V�Q�R�� �ã�W�R�� �M�H�� �Y�L�ã�L�� �S�R�V�W�R�W�D�N�� �]�D�V�L�ü�H�Q�R�V�W�L�� �Y�H�]�Q�R�J�� �P�M�H�V�W�D�� �,, to je i intenzitet 

�I�O�X�R�U�H�V�F�H�Q�F�L�M�H�� �N�Y�H�U�F�H�W�L�Q�D�� �S�U�L�� �R�G�U�H�ÿ�H�Q�R�M�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�L�� �Y�H�ü�L���� �V�X�S�U�R�W�Q�R�� �R�G�� �U�H�]�X�O�W�D�W�D�� �G�R�E�L�Y�H�Q�L�K��

�]�D�V�L�ü�L�Y�D�Q�M�H�P�� �Y�H�]�Q�R�J�� �P�M�H�V�W�D�� �Y�D�U�I�D�U�L�Q�R�P����Pri koncentracijama kverceti�Q�D�� �Y�L�ã�L�P�� �R�G�� ������ �—�0����

�L�Q�W�H�Q�]�L�W�H�W���I�O�X�R�U�H�V�F�H�Q�F�L�M�H���N�Y�H�U�F�H�W�L�Q�D���S�R�þ�L�Q�M�H���R�S�D�G�D�W�L���W�H���S�U�L k�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�P�D���N�Y�H�U�F�H�W�L�Q�D���Y�L�ã�L�P od 40 

�—�0���� �L�Q�W�H�Q�]�L�W�H�W�� �I�O�X�R�U�H�V�F�H�Q�F�L�M�H�� �N�Y�H�U�F�H�W�L�Q�D�� �S�U�L�� �R�G�U�H�ÿ�H�Q�R�M�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�L���M�H�� �Q�L�å�L�� �ã�W�R�� �M�H��postotak 

�]�D�V�L�ü�H�Q�R�V�W�L�� �Y�H�]�Q�R�J�� �P�M�H�V�W�D �Y�L�ã�L. T�D�� �þ�L�Q�M�H�Q�L�F�D���V�H�� �P�R�å�H�� �R�E�M�D�V�Q�L�W�L�� �Q�D�� �Q�D�þ�L�Q�� �G�D�� �S�U�L�V�X�W�Q�R�V�W��

indometacina u blizini veznog mjesta kvercetina stabilizira molekulu kvercetina, odnosno 

smanjuje joj rotacijsku i translacijsku �V�O�R�E�R�G�X�����1�D���W�D�M���V�H���Q�D�þ�L�Q���S�R�Y�H�ü�D�Y�D���X�G�L�R���N�Y�H�U�F�H�W�L�Q�D���N�R�M�L���V�H��

nalazi u konformaciji koja �P�R�å�H�� �D�S�V�R�U�E�L�U�D�W�L�� �]�U�D�þ�H�Q�M�H �W�H�� �S�R�V�O�M�H�G�L�þ�Q�R�� �G�R�O�D�]�L�� �L�� �G�R�� �Y�H�ü�H�� �H�P�L�V�L�M�H��

�I�O�X�R�U�H�V�F�H�Q�W�Q�R�J�� �]�U�D�þ�H�Q�M�D���� �'�U�X�J�R�� �R�E�M�D�ã�Q�M�H�Q�M�H�� �P�R�å�H�� �E�L�W�L�� �G�D�� �G�R�O�D�]�L�� �G�R�� �S�U�L�M�H�Q�R�V�D��energije �L�]�P�H�ÿ�X��

molekula indometacina i �N�Y�H�U�F�H�W�L�Q�D�� �ã�W�R�� �G�R�S�U�L�Q�R�V�L�� �Y�H�ü�H�P�� �L�Q�W�H�Q�]�L�W�H�W�X�� �I�O�X�R�U�H�V�F�H�Q�F�L�M�H�� Pri 

koncentraci�M�D�P�D�� �N�Y�H�U�F�H�W�L�Q�D�� �Y�L�ã�L�P�D�� �R�G�� ������ �—�0�� �L�Q�W�H�Q�]�L�W�H�W�� �I�O�X�R�U�H�V�F�H�Q�F�L�M�H�� �R�S�D�G�D��zbog �P�H�ÿ�X�V�R�E�Q�H��

kompeticije molekula kvercetina za vezna mjesta. Pri tome �V�H���Q�H���P�R�å�H���S�R�V�W�L�ü�L���V�W�D�E�L�O�L�]�L�U�D�M�X�ü�L ili 

�X�þ�L�Q�D�N prijenosa energije indometacina te zbog visoke koncentracije kvercetina dolazi do 

�S�U�R�P�M�H�Q�H���N�R�Q�I�R�U�P�D�F�L�M�H���Y�H�]�Q�R�J���P�M�H�V�W�D�����ã�W�R���D�Q�X�O�L�U�D���X�þ�L�Q�D�N���L�Q�G�R�P�H�W�D�F�L�Q�D�� Za razliku od varfarina, 

u kristalografskoj strukturi kompleksa HSA-�L�Q�G�R�P�H�W�D�F�L�Q���M�H���X�W�Y�U�ÿ�H�Q���L���/�$�6���L�Q�G�R�P�H�W�D�F�L�Q�D [8] koji 

se ne nalazi blizu njegovog HAS-a te se pretpostavlja da vezanje indometacina na LAS 

�D�O�R�V�W�H�U�L�þ�N�L���Q�H���X�W�M�H�þ�H���Q�D���Y�H�]�D�Q�M�H���N�Y�H�U�F�H�W�L�Q�D�����]�D���ã�W�R���G�R�G�D�W�Q�X���S�R�W�Y�U�G�X���G�D�M�H���L���Y�H�]�D�Q�M�H���N�Y�H�U�F�Htin-3-O-

glukuronida. 
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Slika 17. Ovisnost intenziteta fluorescencije A. kvercetina i B. kvercetin-3-O-�J�O�X�N�X�U�R�Q�L�G�D���R���S�R�V�W�R�W�N�X���]�D�V�L�ü�H�Q�R�V�W�L��
veznog mjesta u poddomeni IIA HSA indometacinom. 

 �8�� �V�O�X�þ�D�M�X�� �Y�H�]�D�Q�M�D�� �N�Y�H�U�F�H�W�L�Q-3-O-glukuronida (slika 17B) �L�]�� �U�H�]�X�O�W�D�W�D�� �V�H�� �Q�H�� �P�R�å�H��

�]�D�N�O�M�X�þ�L�W�L���R���]�Q�D�þ�D�M�Q�L�M�R�M���S�R�Y�H�]�D�Q�R�V�W�L��Fmax �R���S�R�V�W�R�W�N�X���]�D�V�L�ü�H�Q�R�V�W�L���Y�H�]�Q�L�K���P�M�H�V�W�D����Bitno je naglasiti 

�N�D�N�R�� �M�H�� �]�E�R�J�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�H�� �W�H�K�Q�L�N�H�� �L�V�S�L�W�L�Y�D�Q�M�D�� �L�Q�W�H�U�D�N�F�L�M�D���� �J�U�H�ã�N�D�� �X�� �P�M�H�U�H�Q�M�L�P�D�� �Y�H�ü�D�� �Q�H�J�R�� �N�R�G��

eksperimenata s varfarinom te n�L�M�H�� �P�R�J�X�ü�H�� �R�G�U�H�G�L�W�L�� �P�D�Q�M�H�� �U�D�]�O�L�N�H��u intenzitetu fluorescencije 

�L�]�P�H�ÿ�X���S�R�M�H�G�L�Q�L�K���S�R�V�W�R�W�D�N�D���]�D�V�L�ü�H�Q�R�V�W���Y�H�]�Q�L�K���P�M�H�V�W�D�����8�Q�D�W�R�þ���W�R�P�H���� �P�R�å�H���V�H���S�U�L�Pijetiti kako je 

Fmax kvercetin-3-O-�J�O�X�N�X�U�R�Q�L�G�D�� �X�� �V�O�X�þ�D�M�X�� �Q�H�]�D�V�L�ü�H�Q�R�J�� �+�6�$�� �Q�L�å�L�� �Q�H�J�R�� �S�U�L�� �M�H�G�Q�D�N�L�P��

koncentracijama u s�O�X�þ�D�M�H�Y�L�P�D�� �G�M�H�O�R�P�L�þ�Q�R�� �]�D�V�L�ü�H�Q�R�J�� �+�6�$����M�R�J�X�ü�H je da dolazi do malog 

�X�þ�L�Q�N�D�� �V�W�D�E�L�O�L�]�D�F�L�M�H�� �L�O�L�� �S�U�L�M�H�Q�R�V�D���Hnergije na molekulu flavonoida, ali s obzirom da je molekula 

kvercetin-3-O-glukuronida �]�Q�D�þ�D�M�Q�R �Y�H�ü�D�� �R�G�� �P�R�O�H�N�X�O�H�� �N�Y�H�U�F�H�W�L�Q�D���� �N�Y�H�U�F�H�W�L�Q-3-O-glukuronid i 

in�G�R�P�H�W�D�F�L�Q���Q�H���G�R�O�D�]�H���X���W�R�O�L�N�R���E�O�L�V�N�L���N�R�Q�W�D�N�W���W�D�N�R���G�D���M�H���L���X�þ�L�Q�D�N���L�Q�G�R�P�H�W�D�F�L�Q�D���]�Q�D�þ�D�M�Q�R���P�D�Q�M�L�� 

O�þ�H�N�L�Y�D�O�R���E�L���V�H���G�D�����D�N�R���E�L���Y�H�]�D�Q�M�H���L�Q�G�R�P�H�W�D�F�L�Q�D���]�D���/�$�6���D�O�R�V�W�H�U�L�þ�N�L���P�R�G�L�I�L�F�L�U�D�O�R���V�W�U�X�N�W�Xru HSA, 

bi �W�R�� �L�P�D�O�R�� �Y�H�ü�L�� �X�þ�L�Q�D�N na vezanje kvercetin-3-O-glukuronida nego kvercetina zbog svoje 

�Y�H�O�L�þ�L�Q�H���L���Q�L�å�H���N�R�Q�V�W�D�Q�W�H���Y�H�]�D�Q�M�D�����0�H�ÿ�X�W�L�P�� �W�D�N�D�Y���X�þ�L�Q�D�N���L�]���G�R�E�L�Y�H�Q�L�K��rezultata nije vidljiv te se 

�P�R�å�H �]�D�N�O�M�X�þiti  �G�D���Y�H�]�D�Q�M�H���L�Q�G�R�P�H�W�D�F�L�Q�D���]�D���/�$�6���D�O�R�V�W�H�U�L�þ�N�L���Q�H���P�L�M�H�Q�M�D�����L�O�L���E�D�U�H�P���Q�H��u dovoljnoj 

�P�M�H�U�L���G�D���E�L���L�P�D�R���X�þ�L�Q�N�D�����N�R�Q�I�R�U�P�D�F�L�M�X���Y�H�]nog mjesta u poddomeni IIA. 

4.4.2. Interakcije kvercetina i kvercetin-3-O-glukuronida s piroksikamom 

Podaci dobiveni za interakciju kvercetina i kvercetin-3-O-glukuronida s piroksikamom su 

�Q�D�M�V�O�L�þ�Q�L�M�L�� �S�R�G�D�F�L�P�D�� �G�R�E�L�Y�H�Q�L�P�D�� �X�� �V�O�X�þ�D�M�X�� �Y�D�U�I�D�U�L�Q�D (slike 18A i B). U �V�O�X�þ�D�M�X�� �L�Q�W�H�U�D�N�F�L�M�D�� �V��

kvercetinom (slika 18A)���� �X�R�þ�O�M�L�Y�� �M�H�� �W�U�H�Q�G�� �V�P�D�Q�M�L�Y�D�Q�M�D��Fmax �N�Y�H�U�F�H�W�L�Q�D�� �V�� �S�R�Y�L�ã�H�Q�M�H�P�� �S�R�V�W�R�W�N�D��

�]�D�V�L�ü�H�Q�R�V�W�L���Y�H�]�Q�R�J���P�M�H�V�W�D�����V���Q�D�M�Y�H�ü�L�P���S�D�G�R�P���L�]�P�H�ÿ�X������ i 92%, kao i kod varfarina�����ýinjenicu da 
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je intenzitet fluorescen�F�L�M�H�����������]�D�V�L�ü�H�Q�R�J���+�6�$���Q�H�]�Q�D�W�Q�R���Y�H�ü�L���R�G���Q�H�]�D�V�L�ü�H�Q�R�J���+�6�$���E�L���V�H���P�R�J�O�R��

�S�U�L�S�L�V�D�W�L�� �J�U�H�ã�N�L�� �X�� �P�M�Hrenju zbog primijenjene tehnike���� �8�� �V�O�X�þaju �������� �]�D�V�L�ü�H�Q�R�J�� �Y�H�]�Q�R�J�� �P�M�H�V�W�D��

�X�R�þ�D�Y�D �V�H�� �]�Q�D�þ�D�M�Q�L�� �S�D�G�� �X��Fmax, ali isto kao i kod varfarina, taj pad je vjerojatnije posljedica 

vezanja piroksikama za LAS i izravne kompeticije s kvercetinom ���X�R�þ�O�M�L�Y�R���S�R���S�R�Y�L�ã�H�Q�M�X���X��cmax 

kvercetina) �L�O�L�� �D�O�R�V�W�H�U�L�þ�N�R�M�� �S�U�R�P�M�H�Q�L konformacije �Y�H�]�Q�R�J�� �P�M�H�V�W�D�� �N�R�M�D�� �S�R�V�O�M�H�G�L�þ�Q�R�� �X�W�M�H�þ�H�� �Q�D��

konformaciju kvercetina i na intenzitet fluorescencije. S druge strane, kod ni�å�L�K�� �S�R�V�W�R�W�D�N�D��

z�D�V�L�ü�H�Q�R�V�W�L���Y�H�]�Q�R�J mjesta, Fmax se ostvaruje kod jednakog cmax kvercetina od 55 ���0�� �L�]���þ�H�J�D���V�H��

�P�R�å�H���]�D�N�O�M�X�þ�L�W�L���G�D���Q�H�P�D���]�Q�D�þ�D�M�Q�L�M�L�K���L�Q�W�H�U�D�N�F�L�M�D���L�]�P�H�ÿ�X���S�L�U�R�N�V�L�N�D�P�D���L���N�Y�H�U�F�H�W�L�Q�D���S�U�L���Y�H�]anju na 

njihove HAS-ove. 

 

 

Slika 18. Ovisnost intenziteta fluorescencije A. kvercetina i B. kvercetin-3-O-�J�O�X�N�X�U�R�Q�L�G�D���R���S�R�V�W�R�W�N�X���]�D�V�L�ü�H�Q�R�V�W�L��
veznog mjesta u poddomeni IIA HSA piroksikamom. 

Pri vezanju kvercetin-3-O-glukuronida (slika 18B)���� �N�D�R�� �L�� �X�� �V�O�X�þ�D�M�X�� �Y�H�]�D�Q�M�D�� �N�Y�H�U�F�H�W�L�Q�D����

�X�R�þ�O�M�L�Y�� �M�H�� �]�Q�D�W�D�Q�� �S�D�G��Fmax �S�U�L�� �������� �]�D�V�L�ü�H�Q�R�P�� �+�6�$���� �7�R�� �G�D�M�H�� �G�R�G�D�W�Q�X�� �W�H�å�L�Q�X�� �]�D�N�O�M�X�þ�N�X�� �R��

�L�Q�W�H�U�D�N�F�L�M�L�� �S�L�U�R�N�V�L�N�D�P�D�� �Y�H�]�D�Q�R�J�� �Q�D�� �/�$�6�� �L�O�L�� �D�O�R�V�W�H�U�L�þ�N�R�M�� �S�U�R�P�M�H�Q�L�� �N�R�Q�I�R�U�P�D�F�L�M�H�� �+�6�$�� �N�R�M�D�� �V�H��

�X�R�þ�D�Y�D�� �N�U�R�]�� �V�P�D�Q�M�H�Q�L�� �L�Q�W�H�Q�]�L�W�H�W�� �I�O�X�R�U�H�V�F�H�Q�F�L�M�H�� �N�Y�H�U�F�H�W�L�Q-3-O-�J�O�X�N�X�U�R�Q�L�G�D���� �.�D�R�� �ã�W�R�� �V�H�� �P�R�å�H��

vidjeti iz grafa, Fmax �������� �]�D�V�L�ü�H�Q�R�J���+�6�$���M�H���Y�H�ü�L���L���R�G��Fmax �Q�H�]�D�V�L�ü�H�Q�R�J���L���������� �]�D�V�L�ü�H�Q�R�J�� �+�6�$����

dok su Fmax 22 �L�����������]�D�V�L�ü�H�Q�R�J���+�6�$���M�H�G�Q�D�N�L�����D�O�L���Q�L�å�L���R�G��Fmax �Q�H�]�D�V�L�ü�H�Q�R�J���+�6�$�����2�Y�R���E�L���V�H���L�V�W�R��

�P�R�J�O�R�� �S�U�L�S�L�V�D�W�L�� �J�U�H�ã�N�R�P���N�R�U�L�ã�W�H�Q�H�� �P�H�W�R�G�H, iako se �Q�H�� �P�R�å�H�� �R�G�E�D�F�L�W�L�� �P�R�J�X�ü�Q�R�V�W�� �G�D�� �E�L��dodatno 

�L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�H���G�U�X�Jom metodom moglo ukazati na neke druge fenomene. 
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4.4.3. Interakcije kvercetina i kvercetin-3-O-glukuronida s furosemidom 

Rezultati interakcija kvercetina i kvercetin-3-O-glukuronida s furosemidom (slike 19A i 

B) �S�R�N�D�]�X�M�X���V�O�L�þ�Q�H���]�Q�D�þ�D�M�N�H���R�Q�L�P�D��od varfarina i piroksikama�����D�O�L���V���P�D�O�L�P���U�D�]�O�L�N�D�P�D�����8���V�O�X�þ�D�M�X��

interakcija s kvercetinom (slika 19A)���� �]�Q�D�þ�D�M�Q�D�� �U�D�]�O�L�N�D�� �X��Fmax �V�H�� �X�R�þ�D�Y�D�� �L�� �]�D�� ���� i za 92% 

�]�D�V�L�ü�H�Q�R�V�W�L���+�6�$�����D���W�D�N�R�ÿ�H�U���V�H���X�R�þ�D�Y�D���G�D���M�H��Fmax �]�D���Q�L�å�H���S�R�V�W�R�W�N�H���]�D�V�L�ü�H�Q�R�V�W�L���S�U�D�N�W�L�þk�L���L�G�H�Q�W�L�þ�D�Q����

�7�D�N�R�ÿ�H�U �V�H���P�R�å�H���S�U�L�P�M�H�W�L�W�L���L���S�R�P�D�N��cmax s 55 �—�0���N�R�G������������ i 38�����]�D�V�L�ü�H�Q�R�J���+�6�$���Q�D���������—�0���N�R�G��

63 �L�����������]�D�V�L�ü�H�Q�R�J���+�6�$�����,���R�Y�G�M�H���M�H���Y�M�H�U�R�M�D�W�Q�L���X�]�U�R�N���S�D�G�D��Fmax postojanje LAS-a za furosemid u 

blizini veznog �S�R�G�U�X�þ�Ma kvercetina, s time da je razlika u konstanti vezanja furosemida za HAS i 

�/�$�6���Q�L�å�D���Q�H�J�R���R�Q�D���N�R�G���S�L�U�R�N�V�L�N�D�P�D�� 

 

 

Slika 19. Ovisnost intenziteta fluorescencije A. kvercetina i B. kvercetin-3-O-�J�O�X�N�X�U�R�Q�L�G�D���R���S�R�V�W�R�W�N�X���]�D�V�L�ü�H�Q�R�V�W�L��
veznog mjesta u poddomeni IIA HSA furosemidom 

Rezultati interakcija furosemida s kvercetin-3-O-glukuronidom (slika 19B) pokazuje 

neznatno manji Fmax �X���V�O�X�þ�D�M�X������ �L�����������]�D�V�L�ü�H�Q�R�J���+�6�$���V���R�E�]�L�U�R�P���Q�D���P�D�Q�M�H���]�D�V�L�ü�H�Q�L���+�6�$�����ã�W�R���M�H��

�X���V�N�O�D�G�X���V���Y�H�]�D�Q�M�H�P���I�X�U�R�V�H�P�L�G�D���]�D���/�$�6�����N�D�R���L���X���V�O�X�þ�D�M�X���L�Q�W�H�U�D�N�F�L�M�D���V���N�Y�H�U�F�H�W�L�Q�R�P�����D�O�L���U�D�]�Oika nije 

�W�R�O�L�N�R�� �L�]�U�D�å�H�Q�D�� �G�D�� �E�L�� �P�R�J�O�L�� �W�Y�U�G�L�W�L�� �G�D�� �M�H�� �L�� �V�W�D�W�L�V�W�L�þ�N�L�� �]�Q�D�þ�D�M�Q�D���� �,�� �X�� �R�Y�R�P�� �V�O�X�þ�D�M�X���� �N�D�R�� �L�� �N�R�G��

interakcija piroksikama s kvercetin-3-O-glukuronidom (slika 18B)���� �X�R�þ�D�Y�D�� �V�H�� �S�R�Y�L�ã�H�Q�L��Fmax pri 

���������]�D�V�L�ü�H�Q�R�P���+�6�$�� 

4.4.4. Interakcije kvercetina i kvercetin-3-O-glukuronida s mikofenolat mofetilom 

Rezultati interakcija mikofenolat mofetila s kvercetinom i kvercetin-3-O-glukuronidom 

se mogu vidjeti na slikama 20A i B. �2�Y�G�M�H���M�H���Y�D�å�Q�R���Q�D�S�R�P�H�Q�X�W�L���G�D���V�X�����V���R�E�]�L�U�R�P���Q�D���S�X�Q�R���Q�L�å�X��
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konstantu vezanja mikofenolat mofetila za vezno mjesto u poddomeni IIA, koncentracije 

mikofenolat mofetila potrebne da bi se zasitio jednaki postotak veznih mjesta bile 5�±�������S�X�W�D���Y�H�ü�H��

�R�G���R�V�W�D�O�L�K���O�L�M�H�N�R�Y�D�����,�V�W�R���W�D�N�R�����P�R�J�X�ü�H���M�H���G�D��vezno mjesto u poddomeni IIA nije HAS mikofenolat 

mofetila. Na slici 20A �M�H�� �S�U�L�N�D�]�D�Q�� �L�Q�W�H�Q�]�L�W�H�W�� �I�O�X�R�U�H�V�F�H�Q�F�L�M�H�� �N�Y�H�U�F�H�W�L�Q�D�� �S�U�L�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�L�P�� �S�R�V�W�R�F�Lma 

�]�D�V�L�ü�H�Q�R�V�W�L�� �Y�H�]�Q�R�J�� �P�M�H�V�W�D�� �, �P�L�N�R�I�H�Q�R�O�D�W�� �P�R�I�H�W�L�O�R�P���� �0�R�å�H�� �V�H�� �X�R�þ�L�W�L�� �G�D�� �S�U�L�V�X�W�Q�R�V�W�� �P�L�N�R�I�H�Q�R�O�D�W��

�P�R�I�H�W�L�O�D�� �Q�H�� �X�W�M�H�þ�H�� �Q�L�W�L�� �Q�D�� �Y�H�]�D�Q�M�H�� �N�Y�H�U�F�H�W�L�Q�D���� �Q�L�W�L�� �Q�D�� �Q�M�H�J�R�Y��Fmax���� �R�V�L�P�� �S�U�L�� �Q�D�M�Y�L�ã�R�M����63% 

zauzetosti veznih mjesta, gdje je vidljiv porast Fmax, ali i cmax �V���R�N�R���������—�0���Q�D���R�N�R���������—�0�����N�D�R��

�ã�W�R�� �M�H�� �Y�H�ü�� �U�H�þ�H�Q�R�� zauzetost veznog mjesta od 92% nije mogla biti postignuta zbog nedovoljne 

topljivosti mikofenolat mofetila). Za razliku od mjerenja s indometacinom, �X�� �R�Y�R�P�� �M�H�� �V�O�X�þ�D�M�X��

�S�R�Y�L�ã�H�Q�M�H��Fmax �Q�D�M�Y�M�H�U�R�M�D�W�Q�L�M�H�� �S�R�V�O�M�H�G�L�F�D�� �D�O�R�V�W�H�U�L�þ�N�L�K�� �P�R�G�L�I�L�N�D�F�L�M�D�� �+�6�$�� �Q�D�V�W�D�O�L�K�� �Y�H�]�D�Q�M�H�P��

mikofenolat mofetila �Q�D���Y�L�ã�H���Y�H�]�Q�L�K���S�R�G�U�X�þ�Ma zbog visoke koncentracije �����������������—�0���X���R�G�Q�Rsu na 

�N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�X�� �+�6�$�� �R�G�� ���� �—�0�� ili posljedica vezanja mikofenolat mofetila na svoj LAS koji se 

nalazi u blizini kvercetina. �,�V�W�R�� �W�D�N�R���� �X�� �V�O�X�þ�D�M�X�� �G�D�� �E�L�� �S�R�Y�L�ã�H�Q�M�H��Fmax bilo posljedica izravnog 

�X�W�M�H�F�D�M�D���Y�H�]�D�Q�M�D���P�L�N�R�I�H�Q�R�O�D�W���P�R�I�H�W�L�O�D���Q�D���Q�M�H�J�R�Y���+�$�6���X���E�O�L�]�L�Q�L���N�Y�H�U�F�H�W�L�Q�D�����S�R�Y�L�ã�H�Q�M�H��Fmax bi bilo 

vidljivo  �L���S�U�L���Q�L�å�L�P���S�R�V�W�R�F�L�P�D���]�D�V�L�ü�H�Q�M�D�� 

 

 

Slika 20. Ovisnost intenziteta fluorescencije A. kvercetina i B. kvercetin-3-O-�J�O�X�N�X�U�R�Q�L�G�D���R���S�R�V�W�R�W�N�X���]�D�V�L�ü�H�Q�R�V�W�L��
veznog mjesta u poddomeni IIA HSA mikofenolat mofetilom. 

�8�� �V�O�X�þ�D�M�X�� �L�Q�W�H�U�D�N�F�L�M�D��mikofenolat mofetila s kvercetin-3-O-glukuronidom (slika 20B), 

�P�R�å�H���V�H���X�R�þ�L�W�L malo smanjenjenje Fmax �S�U�L���]�D�V�L�ü�H�Q�M�L�P�D���R�G���������L�������������ã�W�R���W�D�N�R�ÿ�H�U���J�R�Y�R�U�L���X���S�U�L�O�R�J��

�D�O�R�V�W�H�U�L�þ�N�L�K�� �P�R�G�L�I�L�N�D�F�L�M�D�� �+�6�$�� �X�V�O�L�M�H�G�� �Y�H�]�D�Q�M�D�� �P�L�N�R�I�H�Q�R�O�D�W�� �P�R�I�H�W�L�O�D���� �D�O�L�� �X�� �R�Y�R�P�� �V�O�X�þ�D�M�X���� �M�H�U�� �M�H��

kvercetin-3-O-�J�O�X�N�X�U�R�Q�L�G���Y�H�ü�D���P�R�O�H�N�X�O�D�����G�R�O�D�]�L���G�R���V�Q�L�å�D�Y�D�Q�M�D���Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�L��Fmax. 
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4.5. Molekulsko modeliranje kompleksa HSA-kvercetin i HSA-kvercetin-3-O-

glukuronid s i bez varfarina 

Usporedba usidrenih molekula (R)- i (S)-varfarina s kristalografskom strukturom (R)-

varfarina vezanog za HSA (PDB unos 2BXD) �M�H�� �S�R�N�D�]�D�O�D�� �Y�L�V�R�N�L�� �V�W�X�S�D�Q�M�� �V�O�L�þ�Q�R�V�W�L�� �S�R�O�R�å�D�M�D��

liganada (slika 21) �L�� �Q�D�� �W�D�M�� �Q�D�þ�L�Q�� �Y�D�O�L�G�L�U�D�O�D�� �S�U�L�N�O�D�G�Q�R�V�W�� �R�Y�R�J�� �S�U�L�V�W�X�S�D���� �8�� �E�O�L�]�L�Q�L�� �P�R�O�H�N�X�O�H��

varfarina nalaze se �þ�H�W�L�U�L���S�R�]�L�W�L�Y�Q�R���Q�D�E�L�M�H�Q�D���D�P�L�Q�R�N�L�V�H�O�L�Q�V�N�D���R�V�W�D�W�N�D�����/�\�V��199, Arg 222, His 242 

i Arg 257 i tri nenabijena aminokiselinska �R�V�W�D�W�N�D�����7�\�U�������������/�H�X�����������L���/�H�X�������������9�D�U�I�D�U�L�Q���W�D�N�R�ÿ�H�U��

tvori i tri vodikove veze, i to s Tyr 150, Arg 222 i His 242. 

 

 

Slika 21. Prikaz kristalografske strukture (R)-�Y�D�U�I�D�U�L�Q�D�����å�X�W�R�� �L���R�E�O�L�å�Q�M�L�P���D�P�L�Q�R�N�L�V�H�O�L�Q�V�N�L�P���R�V�W�D�F�L�P�D���W�H���S�U�H�N�O�D�S�D�Q�M�H s 
usidrenim (R)-varfarinom (plavo) i (S)-varfarinom (zeleno). 
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�6�D�å�H�W�L�� �S�R�G�D�F�L�� �V�L�G�U�H�Q�M�D���V�S�H�F�L�M�D�� �N�Y�H�U�F�H�W�L�Q�D�� �V�H�� �P�R�J�X�� �Y�L�G�M�H�W�L�� �X tablici 4. Od svih navedenih 

grozdova, samo grozdovi pod rednim brojevima 1. i ������ �D�Q�L�R�Q�D�� �Q�D�� �S�R�O�R�å�D�M�X 7 i 4' te grozd 4 

�I�O�X�R�U�H�V�F�H�Q�W�Q�R�J���D�Q�L�R�Q�D���Q�D���S�R�O�R�å�D�M�X���������
���S�R�N�D�]�X�M�X���S�U�H�N�O�D�S�D�Q�M�H���X���Y�H�]�Q�R�P���P�M�H�V�W�X���V���Y�D�U�I�D�U�L�Q�R�P�����D�O�L��

mora se uzeti u obzir da su ti grozdovi formirani od malog broja sidrenja (3 i 2 za anion 

kvercetina u po�O�R�å�D�M�X�������������L�������]�D���D�Q�L�R�Q���X���S�R�O�R�å�D�M�X�����
���W�H�������]�D���I�O�X�R�U�H�V�F�H�Q�W�Q�L���D�Q�L�R�Q���X���S�R�O�R�å�D�M�L�P�D�������L��

4') te je stoga mala vjerojatnost da dolazi do vezanja na tim �S�R�G�U�X�þ�M�L�Pa u stvarnim uvjetima. Za 

sva ostala sidrenja, i za nefluorescentne i za fluorescentne specije, vezno mjesto kvercetina se ne 

preklapa s veznim mjestom varfarina i nalazi se na hidrofilnom ulazu u IIA poddomenu (slika 

22). 

 

Tablica 4�����6�D�å�H�W�D�N���S�R�G�D�W�D�N�D���V�L�G�U�H�Q�M�D���V�S�H�F�L�M�D���N�Y�H�U�F�H�W�L�Q�D 

Anion kvercetin�D���Q�D���S�R�O�R�å�D�M�X 7 Anion kvercetina na �S�R�O�R�å�D�M�X ���¶ 

Rang grozda Broj sidrenja 
Energija vezanja 

(kcal/mol) 
Rang grozda Broj sidrenja 

Energija vezanja 

(kcal/mol) 

1. 3 �±4,79 1. 1 �±4,68 

2. 1 �±4,42 2. 19 �±4,38 

3. 2 �±4,22 3. 1 �±4,30 

4. 4 �±4,20 4. 2 �±4,16 

5. 12 �±4,12 5. 9 �±4,11 

6. 23 �±4,07 6. 9 �±4,08 

7. 3 �±3,94 7. 2 �±3,69 

8. 14 �±3,94 8. 8 �±3,68 

     
Fluorescentni �D�Q�L�R�Q���N�Y�H�U�F�H�W�L�Q�D���Q�D���S�R�O�R�å�D�M�L�P�D�������L 7 �)�O�X�R�U�H�V�F�H�Q�W�Q�L���D�Q�L�R�Q���N�Y�H�U�F�H�W�L�Q�D���Q�D���S�R�O�R�å�D�M�L�P�D�������L ���¶ 

Rang grozda Broj sidrenja 
Energija vezanja 

(kcal/mol) 
Rang grozda Broj sidrenja 

Energija vezanja 

(kcal/mol) 

1. 43 �±4,66 1. 5 �±4,42 

2. 1 �±4,61 2. 18 �±4,04 

3. 4 �±4,60 3. 13 �±3,87 

4. 7 �±4,24 4. 3 �±3,82 

5. 4 �±4,20 5. 1 �±3,81 

 



58 
 

S druge strane, vezno mjesto kvercetin-3-O-glukuronida se ne preklapa s veznim mjestom 

varfarina ni u jednom od �V�L�G�U�H�Q�M�D���� �D�O�L�� �V�H�� �S�U�H�N�O�D�S�D�� �V�� �Y�H�]�Q�L�P�� �P�M�H�V�W�R�P�� �N�Y�H�U�F�H�W�L�Q�D���� �7�D�N�R�ÿ�H�U�� �E�U�R�M��

sidrenja po grozdu za kvercetin-3-O-glukuronid �M�H�� �Q�L�å�L�� �Q�H�J�R�� �N�R�G�� �N�Y�H�U�F�H�W�L�Q�D��(tablica 5)���� �ã�W�R�� �V�H��

�P�R�å�H�� �R�E�M�D�V�Q�L�W�L�� �Y�H�ü�R�P�� �I�O�H�N�V�L�E�L�O�Q�R�ã�ü�X�� �J�O�X�N�X�U�R�Q�L�G�Q�R�J�� �O�L�J�D�Q�G�D���� �N�D�R�� �L�� �S�U�R�V�W�U�D�Q�R�ã�ü�X�� �X�O�D�]�D�� �X�� �,�,�$��

pod�G�R�P�H�Q�X�����N�R�M�D���M�H���X���P�R�J�X�ü�Q�R�V�W�L���Y�H�]�D�W�L���N�Y�H�U�F�H�W�L�Q-3-O-�J�O�X�N�X�U�R�Q�L�G���X���U�D�]�O�L�þ�L�W�L�P���N�R�Q�I�R�U�P�D�F�L�M�D�P�D. 

U �R�Y�R�P���V�O�X�þ�D�M�X���V�X���Y�H�]�Q�D���P�M�H�V�W�D���V�Y�L�K���J�U�R�]�G�R�Y�D���V�P�M�H�ã�W�H�Q�D���Q�D���X�O�D�]�X���X���,�,�$���S�R�G�G�R�P�H�Q�X (slika 22), s 

time da su aglikonski dio anionske i fluorescentne anionske specije �P�H�ÿ�X�V�R�E�Q�R�� �]�D�U�R�W�L�U�D�Q�L�� �]�D��

�R�W�S�U�L�O�L�N�H���������ƒ (slike 23A i B)���� �*�O�X�N�X�U�R�Q�V�N�L���G�L�R���V�S�H�F�L�M�D���V�H���Q�D�O�D�]�L���X���L�V�W�R�M���U�D�Y�Q�L�Q�L���� �D�O�L���M�H���X���V�O�X�þ�D�M�X��

�I�O�X�R�U�H�V�F�H�Q�W�Q�H���D�Q�L�R�Q�V�N�H���V�S�H�F�L�M�H���]�D�U�R�W�L�U�D�Q���]�D�������ƒ���L���X�V�P�M�H�U�H�Q���M�H���S�U�H�P�D���S�R�Y�U�ã�L�Q�L���S�U�R�W�H�L�Q�D (slike 23A i 

B)�����ã�W�R���P�R�å�H���E�L�W�L���X�]�U�R�N���V�O�D�E�L�M�H�J��vezanja kvercetin-3-O-glukuronida (tablica 5). 

 

 

Slika 22. Preklapanje kristalografske strukture (R)-�Y�D�U�I�D�U�L�Q�D�����å�X�W�R�����V���X�V�L�G�U�H�Q�L�P���I�Ouorescentnim anionima kvercetina 
(plavo) i kvercetin-3-O-glukuronida (zeleno). 
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Tablica 5�����6�D�å�H�W�D�N���S�R�G�D�W�D�N�D���V�L�G�U�H�Q�M�D���V�S�H�F�L�M�D���N�Y�H�U�F�H�W�L�Q-3-O-glukuronida. 

Anion kvercetin-3-O-glukuronida �Q�D���S�R�O�R�å�D�M�X���� Anion kvercetin-3-O-�J�O�X�N�X�U�R�Q�L�G�D���Q�D���S�R�O�R�å�D�M�X ���¶ 

Rang grozda Broj sidrenja 
Energija vezanja 

(kcal/mol) 
Rang grozda Broj sidrenja 

Energija vezanja 

(kcal/mol) 

1. 4 �±5,02 1. 5 �±6,09 

2. 5 �±4,76 2. 3 �±4,89 

3. 1 �±4,62 3. 2 �±4,78 

4. 4 �±4,49 4. 4 �±4,74 

5. 2 �±4,49 5. 6 �±4,52 

6. 9 �±4,45 6. 1 �±4,16 

7. 5 �±4,45 7. 4 �±4,02 

8. 1 �±4,35 8. 4 �±3,99 

      Fluorescentni anion kvercetin-3-O-glukuronida na 

�S�R�O�R�å�D�M�X 7 

Fluorescentni anion kvercetin-3-O-glukuronida na 

�S�R�O�R�å�D�M�X ���¶ 

Rang grozda Broj sidrenja 
Energija vezanja 

(kcal/mol) 
Rang grozda Broj sidrenja 

Energija vezanja 

(kcal/mol) 

1. 13 �±4,21 1. 3 �±4,18 

2. 2 �±4,07 2. 4 �±4,16 

3. 11 �±4,06 3. 6 �±3,29 

4. 1 �±4,05 4. 6 �±3,20 

5. 3 �±3,95 5. 1 �±3,19 
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Slika 23�����8�V�S�R�U�H�G�E�D���X�V�L�G�U�H�Q�L�K���S�R�O�R�å�D�M�D���V�S�H�F�L�M�D���N�Y�H�U�F�H�W�L�Q-3-O-�J�O�X�N�X�U�R�Q�L�G�D���V���R�E�O�L�å�Q�M�L�P���D�P�L�Q�R�N�L�V�H�O�L�Q�V�N�L�P���R�V�W�D�F�L�P�D����
A. Anionske specije kvercetin-3-O-glukuronida, B. Fluorescentne anionske specije kvercetin-3-O-glukuronida. 

Rezultati sidrenja i (R)- i (S)-�Y�D�U�I�D�U�L�Q�D�� �V�� �F�L�O�M�H�P�� �S�U�R�Q�D�O�D�å�H�Q�M�D���S�R�W�H�Q�F�L�M�D�O�Q�R�J�� �/�$�6-a varfarina 

(tablica 6) �V�X�� �S�R�N�D�]�D�O�L�� ���S�U�D�N�W�L�þ�N�L�� �M�H�G�Q�R�J�O�D�V�Q�R�� �]�D�� �V�Y�D�� �V�L�G�U�H�Q�M�D�� �]�D�� �R�E�D�� �H�Q�D�Q�W�L�R�P�H�U�D���� �Y�L�V�R�N�X��

sklonost za �S�R�G�U�X�þ�M�H u blizini Ala 191, Lys 195 i Tyr 452, aminokiselinskih ostataka �N�R�M�L���W�D�N�R�ÿ�H�U��

ulaze u interakciju s kvercetin-3-O-glukuronidom pri njegovom vezanju za HSA, ali nemaju 

�Y�H�O�L�N�X�� �]�Q�D�þ�D�M�Q�R�V�W�� �X�� �Y�H�]�D�Q�M�X�� �N�Y�H�U�F�H�W�L�Q�D (slika 24). �0�R�å�H�� �V�H�� �]�D�N�O�M�X�þ�L�W�L�� �G�D�� �Y�D�U�I�D�U�L�Q�� �Y�H�]�D�Q�M�H�P�� �]�D��

�V�Y�R�M���/�$�6���P�R�å�H���X�ü�L���X���N�R�P�S�H�W�L�F�L�Mu s glikozidima flavonoida tijekom vezanja za HSA, s obzirom 

�G�D�� �V�H�� �S�R�O�R�å�D�M�L�� �N�X�P�D�U�L�Q�V�N�R�J�� �L�� �I�O�D�Y�R�Q�R�L�G�Q�R�J�� �$�&�� �S�U�H�V�W�H�Q�D�� �S�U�H�N�O�D�Saju. T�R�� �P�R�å�H�� �R�E�M�D�V�Q�L�W�L�� �Q�L�å�L��

intenzitet fluorescencije glikozida flavonoida pri visokim koncentracijama varfarina. S druge 

�V�W�U�D�Q�H���� �Y�D�U�I�D�U�L�Q�� �Y�H�]�D�Q�� �]�D�� �V�Y�R�M�� �/�$�6�� �Q�H�� �X�O�D�]�L�� �X�� �L�Q�W�H�U�D�N�F�L�M�H�� �V�� �D�J�O�L�N�R�Q�L�P�D�� �I�O�D�Y�R�Q�R�L�G�D���� �0�H�ÿ�X�W�L�P����

blizina konjugiranog AC prstena i varfarinskog kumarinskog prstena �P�R�å�H�� �R�E�M�D�V�Q�L�W�L�� �Q�L�å�L��

�L�Q�W�H�Q�]�L�W�H�W�� �I�O�X�R�U�H�V�F�H�Q�F�L�M�H�� �N�Y�H�U�F�H�W�L�Q�D�� �S�U�L�� �Y�L�V�R�N�L�P�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�P�D�� �Y�D�U�I�D�U�L�Q�D�� �S�R�P�R�ü�X�� �S�U�L�M�H�Q�R�V�D��

energije. Luteolin je manje pod utjecajem ovog prijenosa energije u smislu relativne promjene 

intenziteta fluorescencije (slika 14)���� �D�O�L�� �M�H�� �Q�M�H�J�R�Y�� �D�S�V�R�O�X�W�Q�L�� �L�Q�W�H�Q�]�L�W�H�W�� �I�O�X�R�U�H�V�F�H�Q�F�L�M�H�� �R�S�ü�H�Q�L�W�R��

�]�Q�D�W�Q�R���Q�L�å�L���R�G���L�Q�W�H�Q�]�L�W�H�W�D���I�O�X�R�U�H�V�F�H�Q�F�L�M�H���N�Y�H�U�F�H�W�L�Q�D���]�E�R�J���Q�H�G�R�V�W�D�W�N�D����-OH skupine. 
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Tablica 6�����6�D�å�H�W�D�N���S�R�G�D�W�D�N�D���V�L�G�U�H�Q�M�D����R)- i (S)-varfarina za LAS. 

(R)-varfarin (S)-varfarin 

Rang grozda Broj sidrenja 
Energija vezanja 

(kcal/mol) 
Rang grozda Broj sidrenja 

Energija vezanja 

(kcal/mol) 

1. 9 �±6,70 1. 27 �±6,70 

2. 6 �±6,52 2. 6 �±6,56 

3. 4 �±6,49 3. 5 �±6,51 

4. 35 �±6,28 4. 15 �±6,42 

5. 4 �±6,27 5. 2 �±6,31 

 

 

 

Slika 24. Usporedba kristalografskih podataka (R)-�Y�D�U�I�D�U�L�Q�D�����å�X�W�R�����V���X�V�L�G�U�H�Q�L�P���S�R�O�R�å�D�M�H�P����R)- i (S)-varfarina na 
potencijalnom LAS-�X�����R�E�R�M�H���]�H�O�H�Q�R�������I�O�X�R�U�H�V�F�H�Q�W�Q�L�P���D�Q�L�R�Q�R�P���N�Y�H�U�F�H�W�L�Q�D���X���S�R�O�R�å�D�M�L�P�D�������L���������S�O�D�Y�R�����L��fluorescentnim 

anionom kvercetin-3-O-�J�O�X�N�X�U�R�Q�L�G�D���Q�D���S�R�O�R�å�D�M�X���������U�X�å�L�þ�D�V�W�R�����V���R�E�O�L�å�Q�M�L�P���D�P�L�Q�R�N�L�V�H�O�L�Q�V�N�L�P���R�V�W�D�F�L�P�D�� 
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4.6. Molekulsko modeliranje ternarnih kompleksa HSA-indometacin-

kvercetin i HSA-indometacin-kvercetin-3-O-glukuronid  

Uz simulacije sidrenja kompleksa kvercetina i kvercetin-3-O-glukuronida s i bez varfarina, 

provedena je usporedba kristalografskih struktura 2BXD (svijetlo plavo) i 2BXM (sivo) (slika 

25). S obzirom na razliku u tercijarnoj strukturi, koja je posljedica prisustva molekula miristinske 

kiseline, uzete su samo koordinate molekula indometacina te nadodane u rezultate sidrenja 

kvercetina i kvercetin-O-glukuronida na temelju strukture 2BXD. 

 

 

Slika 25. Preklapanje kristalografskih struktura 2BXD i 2BXM s vezanim molekulama (R)-�Y�D�U�I�D�U�L�Q�D�����å�X�W�R�����L��
indometacina (�O�M�X�E�L�þ�D�V�W�R) te aminokiselinama s kojima indometacin dolazi u kontakt. 

�.�D�R���ã�W�R���V�H���P�R�å�H���Y�L�G�M�H�W�L���Q�D slici 25, vezno �S�R�G�U�X�þ�M�H �L�Q�G�R�P�H�W�D�F�L�Q�D���M�H���]�Q�D�W�Q�R���E�O�L�åe Trp 214 te 

vezno mjesto I �P�R�å�H���L�V�W�R�Y�U�H�P�H�Q�R���]�D���V�H�E�H���Y�H�]�Dti i molekulu varfarina i molekulu indometacina. 

Molekula indometacina ostvaruje kontakte s aminokiselinskim ostacima Lys 199, Ser 202, Phe 

211, Trp 214, A�U�J�������������/�H�X�������������R�G���N�R�M�L�K���Y�D�U�I�D�U�L�Q���W�D�N�R�ÿ�H�U���G�R�O�D�]�L���X���N�R�Q�W�D�N�W���V���/�\�V�����������L���/�H�X����������

(slika 21). 

Analogno slici 22, na slici 26 �V�H�� �P�R�å�H�� �X�R�þ�L�W�L preklapanje kristalografske strukture 

indometacina s usidrenim fluorescentnim anionima kvercetina i kvercetin-3-O-glukuronida. 

�0�R�å�H���V�H���X�R�þ�L�W�L���N�D�N�R���V�H���L�Q�G�R�O�V�N�L���S�U�V�W�H�Q���L�Q�G�R�P�H�W�D�F�L�Q�D���Q�D�O�D�]�L���D�Q�W�L�S�D�U�D�O�H�O�Q�R���V���R�E�]�L�U�R�P���Q�D��indolski 

prsten Trp 214 �W�H�� �L�]�P�H�ÿ�X�� �Q�M�L�K�� �G�R�O�D�]�L�� �G�R�� �Œ-�Œ�� �L�Q�W�H�U�D�N�F�L�M�D���� �7�D�N�R�ÿ�H�U����karboksilna se skupina 
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indometacina nalazi u blizini hidroksilne, odnosno okso �V�N�X�S�L�Q�H�� �N�Y�H�U�F�H�W�L�Q�D�� �X�� �S�R�O�R�å�D�M�X�� �� (slika 

27). �6�� �R�E�]�L�U�R�P�� �Q�D�� �S�R�O�R�å�D�M�� �L�Q�G�R�P�H�W�D�F�L�Q�D�� �X�� �R�Y�D�N�Y�R�P�� �W�H�U�Q�D�U�Q�R�P�� �N�R�P�Sleksu, �P�R�å�H�� �G�R�ü�L��do 

interakcija �L�]�P�H�ÿ�X���L�Q�G�R�P�H�W�D�F�L�Q�D���L���N�Y�H�U�F�H�W�L�Q�D���S�U�L���þ�H�P�X���V�H���N�Y�H�U�F�H�W�L�Q���N�R�Q�I�R�U�P�D�F�L�M�V�N�L���V�W�D�E�L�O�L�]�L�U�D���W�H��

�G�R�O�D�]�L���G�R���S�R�Y�L�ã�H�Q�M�D���Q�M�H�J�R�Y�R�J��Fmax. 

 

 

Slika 26�����3�U�H�N�O�D�S�D�Q�M�H���N�U�L�V�W�D�O�R�J�U�D�I�V�N�H���V�W�U�X�N�W�X�U�H���L�Q�G�R�P�H�W�D�F�L�Q�D�����O�M�X�E�L�þ�D�V�W�R�����V���Xsidrenim fluorescentnim anionima 
kvercetina (plavo) i kvercetin-3-O-glukuronida (zeleno) i prikazanim Trp 214. 

 

Slika 27. Prikaz tautomernih oblika fluorescentnog aniona kvercetina [100]. 

S druge strane, iz slike 26 �M�H���W�D�N�R�ÿ�H�U���Y�L�G�O�M�L�Y�R���G�D���L�Qdometacin ne ulazi ni u kakve interakcije s 

kvercetin-3-O-glukuronidom, �ã�W�R�� �R�E�M�D�ã�Q�M�D�Y�D�� �þ�L�Q�M�H�Q�L�F�X�� �G�D�� �S�U�L�V�X�W�Q�R�V�W�� �L�Q�G�R�P�H�W�D�F�L�Q�D�� �Q�H�� �X�W�M�H�þ�H�� �Q�D��

fluorescenciju kvercetin-3-O-glukuronida (slika 17B). 
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4.7. �3�U�R�F�M�H�Q�D�� �U�L�]�L�N�D�� �L�Q�W�H�U�D�N�F�L�M�D�� �L�]�P�H�ÿ�X�� �I�O�D�Y�R�Q�R�L�G�D�� �L�� �R�G�D�E�U�D�Q�L�K�� �N�V�H�Q�R�E�L�R�W�L�N�D��

pri vezanju na HSA 

�6���R�E�]�L�U�R�P���Q�D���X�W�Y�U�ÿ�H�Q�X���R�Y�L�V�Q�R�V�W��Fmax i cmax raz�O�L�þ�L�W�L�K �I�O�D�Y�R�Q�R�L�G�D���R���]�D�V�L�ü�H�Q�R�V�W�L���Y�H�]�Q�R�J���P�M�H�V�W�D��

�X�� �S�R�G�G�R�P�H�Q�L�� �,�,�$�� �R�G�D�E�U�D�Q�L�P�� �N�V�H�Q�R�E�L�R�W�L�F�L�P�D���� �P�R�å�H�� �V�H�� �U�H�ü�L�� �N�D�N�R�� �M�H�� �W�R�� �Y�H�]�Q�R�� �P�M�H�V�W�R�� �L�]�U�D�]�L�W�R��

�Y�H�O�L�N�R�� �L�� �S�U�L�O�D�J�R�G�O�M�L�Y�R�� �W�H�� �M�H�� �X�� �P�R�J�X�ü�Q�R�V�W�L�� �L�V�W�R�Y�U�H�P�H�Q�R�� �Q�D�� �V�H�E�H�� �Y�H�]�D�W�L�� �L�� �Y�L�ã�H�� �O�L�J�D�Q�D�G�D���� �8�� �V�Y�L�P��

�V�O�X�þ�D�M�H�Y�L�P�D���X���N�R�M�L�P�D���M�H���G�R�ã�O�R���G�R���S�Rt�H�Q�F�L�M�D�O�Q�L�K���L�Q�W�H�U�D�N�F�L�M�D�����R�G�U�H�ÿ�H�Q�L�K na temelju promjena u Fmax 

i cmax), koncentracije i lijekova i flavonoida �V�X���E�L�O�H���S�X�Q�R���Y�L�ã�H��od fi �]�L�R�O�R�ã�N�L ostvarivih. S obzirom 

da k�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�H�� �I�O�D�Y�R�Q�R�L�G�D�� �X�� �N�U�Y�L�� �G�R�V�H�å�X�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�H�� �R�G�� �Q�H�N�R�O�L�N�R�� �—�0 [46,54,55], a 

koncentracija HSA kod zdravih ljudi iznosi 500�±�������� �—�0 [1], �W�R�� �W�D�N�R�ÿ�H�U�� �L�G�H�� �X�� �S�U�L�O�R�J�� �Wom 

�]�D�N�O�M�X�þku���� �1�H�R�Y�L�V�Q�R�� �R�� �W�R�P�H���� �N�R�G�� �Q�H�N�L�K�� �O�L�M�H�N�R�Y�D�� ���L�Q�G�R�P�H�W�D�F�L�Q���� �M�H�� �X�W�Y�U�ÿ�H�Q�D�� �L�Q�W�H�U�D�N�F�L�M�D�� �V��

�N�Y�H�U�F�H�W�L�Q�R�P�� �L�� �S�U�L�� �Q�L�å�L�P�� �N�R�Q�F�Hntracijama te je potrebno bolje objasniti prirodu njihove 

interakcije�����D�O�L���V�H���þ�L�Q�L���G�D���Q�L���X���R�Y�R�P���V�O�X�þ�D�M�X���Q�H���G�R�O�D�]�L���G�R���L�V�W�L�V�N�L�Y�D�Q�M�D�� 

S druge strane, na temelju dobivenih rezultata reakcije istiskivanja se ne smiju olako odbaciti 

�N�D�R���N�O�L�Q�L�þ�N�L���Q�H�]�Q�D�þ�D�M�Q�H�����3�R�V�W�R�M�L���Y�H�O�L�N�L���E�U�R�M���V�O�X�þ�D�M�H�Y�D���J�G�M�H���L���S�U�L���Q�L�å�L�P���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�P�D���G�R�O�D�]�L���G�R��

�P�H�ÿ�X�V�R�E�Q�L�K�� �U�H�D�N�F�L�M�D�� �L�V�W�L�V�N�L�Y�Dnja lijek-lijek, iako su rijetke. Takve reakcije su, kao �ã�W�R�� �M�H�� �Y�H�ü��

�V�S�R�P�H�Q�X�W�R�����L�]�P�H�ÿ�X���Y�Drfarina i klofibrata [3] te varfarina i kloral hidrata [63], ali i ceftriaksona i 

probenecida [137], valproata i fenitoina s acetilsalicilnom kiselinom [138], fenitoina s 

antibioticima [139] i �G�U���� �ý�H�ã�ü�H�� �V�X�� �L�Q�W�H�U�D�N�F�L�M�H�� �O�L�M�H�N�R�Y�D�� �V �I�L�]�L�R�O�R�ã�N�L�P�� �O�L�J�D�Q�G�L�P�D�� �+�6�$���� �Q�D�U�R�þ�L�W�R�� �V��

masnim kiselinama [68,140�±144], ali i s hemom, bilirubinom [3,32,34,145�±147] te s 

�S�D�W�R�I�L�]�L�R�O�R�ã�N�L�P�� �O�L�J�D�Q�G�L�P�D���� �N�D�R�� �ã�W�R�� �V�X�� �L�Q�G�R�N�V�L�O�� �V�X�O�I�D�W���� �L�Q�G�R�O-3-acetat, hipurna kiselina i CMPF, 

�N�R�M�L���V�H���X���W�L�M�H�O�X���W�D�N�R�ÿ�H�U���P�R�J�X���Q�D�O�D�]�L�W�L���X���]�Q�D�þ�D�M�Q�L�P���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�P�D [11,32,34,148,149]. �8���W�L�P���ü�H��

�V�O�X�þ�D�M�H�Y�L�P�D�� �G�R�ü�L�� �G�R�� �V�P�D�Q�M�H�Q�M�D���V�Y�H�X�N�X�S�Q�R�J�� �N�D�S�D�F�L�W�H�W�D�� �+�6�$�� �]�D�� �Y�H�]�D�Q�M�H�� �O�L�M�H�N�R�Y�D�� �W�H�� �ü�H�� �V�H�� �Q�D�� �W�D�M��

�Q�D�þ�L�Q�� �S�R�Y�H�ü�D�W�L�� �Q�M�L�K�R�Y�D�� �V�O�R�E�R�G�Q�D�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D���� �ã�W�R�� �ü�H�� �S�R�V�O�M�H�G�L�þ�Q�R �Q�D�M�þ�H�ã�ü�H dovesti do njihovog 

�E�U�å�H�J �L�]�O�X�þ�L�Y�D�Q�M�D�����D�O�L���P�R�J�X�ü�H���L���G�R���Q�H�å�H�O�M�H�Q�L�K���Q�X�V�S�R�M�D�Y�D�� 
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4.8. �3�U�R�F�M�H�Q�D�� �P�R�J�X�ü�Q�R�V�W�L�� �U�D�]�Y�L�M�D�Q�M�D��rutinske �P�H�W�R�G�H���]�D���R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H���S�R�V�W�R�W�N�D��

�]�D�V�L�ü�H�Q�R�V�W�L���Y�H�]�Q�R�J���P�M�H�V�W�D���,�,�$���+�6�$���S�R�P�R�ü�X���I�O�D�Y�R�Q�R�L�G�D 

Iako je kod nekih lijekova pokazana ovisnost Fmax i cmax �I�O�D�Y�R�Q�R�L�G�D�� �R�� �S�R�V�W�R�W�N�X�� �]�D�V�L�ü�H�Q�R�V�W�L��

veznih mjesta u poddomeni IIA, t�D�� �P�H�W�R�G�D�� �Q�L�M�H�� �S�U�L�P�M�H�Q�M�L�Y�D�� �N�D�R�� �R�S�üi test procjene postotka 

slobodnih veznih mjesta iz dva razloga: 1) Vezno mjesto u poddomeni IIA je preveliko i pre�Y�L�ã�H��

prilagodljivo da bi se, bilo aglikonima, bilo glikozidima flavonoida uspjelo ispitati vezanje 

drugih spojeva u cijelom veznom mjestu. 2) Interakcije iz�P�H�ÿ�X���O�L�M�H�N�R�Y�D���L���I�O�D�Y�R�Q�R�L�G�D���Q�H���P�R�U�D�M�X��

�Q�X�å�Q�R��smanjivati Fmax i povisivati cmax �I�O�D�Y�R�Q�R�L�G�D���� �ã�W�R komplicira, �D�N�R�� �Q�H�� �L�� �R�Q�H�P�R�J�X�ü�X�M�H��

�R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H���S�R�V�W�R�W�N�D slobodnih veznih mjesta �V���R�E�]�L�U�R�P���G�D���M�H�G�D�Q���O�L�M�H�N���P�R�å�H���V�P�D�Q�M�L�Y�D�W�L�����D���G�U�X�J�L��

istovremeno povisivati Fmax. 

Iz svega navedenog, fluorescencija flavonoida bi se mogla koristiti kao indikator 

�]�D�V�L�ü�H�Q�R�V�W�L�� �Y�H�]�Q�R�J�� �P�M�H�V�W�D�� �, za pojedine lijekove kod kojih je ovisnost Fmax flavonoida o 

�N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�L�� �O�L�M�H�N�D�� �G�R�E�U�R�� �X�W�Y�U�ÿ�H�Q�D���� �D�O�L�� �]�D�� �S�U�L�P�M�H�Q�X�� �R�Y�H�� �P�H�W�R�G�H��za procjenjivanje postotka 

�]�D�V�L�ü�H�Q�R�V�W�L�� �Y�H�]�Q�L�K�� �P�M�H�V�W�D��u uvjetima gdje je prisutna polifarmakoterapija, potrebno je �S�U�R�Q�D�ü�L��

�P�R�O�H�N�X�O�X�� �N�R�M�D�� �ü�H�� �S�R�N�U�L�Y�D�W�L �Y�H�ü�H�� �S�R�G�U�X�þ�M�H veznog mjesta I �L�� �N�R�M�D�� �ü�H�� �E�L�W�L�� �R�V�M�H�W�O�M�L�Y�L�M�D�� �Q�D�� �Y�H�]�D�Q�M�H��

drugih spojeva u svojoj blizini. �7�D�N�R�ÿ�H�U, takva indikatorska molekula ne bi smjela apsorbirati ni 

emitirati svjetlost pri valnim duljinama apsorpcije ili emisije drugih fluorescentnih spojeva u 

plazmi, primjerice bilirubina�����,�V�W�R���W�D�N�R�����U�D�]�U�L�M�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H���S�O�D�]�P�H���E�L���V�H���W�U�H�E�D�O�R���L�]�E�M�H�ü�L���D�N�R���M�H���P�R�J�X�ü�H��

�M�H�U�� �V�H�� �X�]�� �L�V�W�X�� �N�R�O�L�þ�L�Q�X���O�L�J�D�Q�G�D�� �S�R�V�W�R�W�D�N�� �]�D�V�L�ü�H�Q�R�V�W�L�� �Y�H�]�Q�R�J�� �P�M�H�V�W�D�� �V�P�D�Q�M�X�M�H�� �S�R�Y�H�ü�D�Q�M�H�P��

�U�D�]�U�L�M�H�ÿ�H�Q�M�D���S�O�D�]�P�H�� 



 
 

5.  �=�$�.�/�-�8�ý�&�,
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Flavonoidi se���� �N�D�R�� �L�� �Y�H�ü�L�Q�D�� �O�L�M�H�N�R�Y�D���� �Y�H�å�X�� �]�D�� �Y�H�]�Q�R�� �P�M�H�V�W�R�� �X�� �S�R�Gdomeni IIA HSA (vezno 

mjesto I). U ovom su doktorskom radu �N�R�U�L�ã�W�Hne metode in vitro fluorescencijske spektroskopije 

�U�D�Y�Q�R�W�H�å�Q�R�J�� �V�W�D�Q�M�D�� �L�� �P�R�O�H�N�X�O�V�N�Rg modeliranja ���'�)�7�� �S�U�R�U�D�þ�X�Q�L�� �L�� �V�L�G�U�H�Q�M�H���� �N�D�N�R�� �E�L�� �V�H��bolje 

razumjela svojstva vezanja veznog mjesta I, utvrdila strukturna svojstva flavonoida odgovorna za 

njihovo vezanja za vezno mjesto, objasnile njihove interakc�L�M�H�� �V�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�L�P�� �N�V�H�Q�R�E�L�R�W�L�F�L�P�D�� 

�Y�M�H�U�R�M�D�W�Q�R�V�W�� �L�V�W�L�V�N�L�Y�D�Q�M�D�� �O�L�M�H�N�R�Y�D�� �V�� �+�6�$�� �S�R�P�R�ü�X�� �I�O�D�Y�R�Q�R�L�G�D�� �W�H��ispitala �P�R�J�X�ü�Q�R�V�W�� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�M�D��

�I�O�D�Y�R�Q�R�L�G�D���]�D���R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H���S�R�V�W�R�W�N�D���]�D�V�L�ü�H�Q�R�V�W�L���Y�H�]�Q�R�J���P�M�H�V�W�D���,. 

Zbog vezanja velikog broja �N�V�H�Q�R�E�L�R�W�L�N�D���� �D�O�L�� �L�� �H�Q�G�R�E�L�R�W�L�N�D�� �W�H�� �S�R�V�O�M�H�G�L�þ�Q�R�� �P�R�J�X�ü�L�K��

interakcija istiskivanja, potrebno je bolje opisati vezno mjesto I���� �1�D���W�D�M���E�L���V�H���Q�D�þ�L�Q��moglo bolje 

utvrditi koje strukturna svojstva �P�R�O�H�N�X�O�D�� �X�W�M�H�þ�X�� �Q�D�� �Q�M�L�K�R�Y�R�� �Y�H�]�D�Q�M�H�� �]�D�� �R�Y�R�� �Y�H�]�Q�R�� �P�M�H�V�W�R�� Na 

modelu aglikona flavonoida je �S�U�R�Q�D�ÿ�H�Q�R�� �Y�L�ã�H�� �V�W�U�X�N�W�X�U�Q�L�K�� �R�G�O�L�N�D�� �N�R�M�H�� �V�X�� �]�D�V�O�X�å�Q�H�� �]�D�� �Q�M�L�K�Rvo 

vezanje na vezno mjesto I. 1) �1�X�N�O�H�R�I�L�O�Q�R�V�W���L���S�D�U�F�L�M�D�O�Q�L���Q�D�E�R�M���D�W�R�P�D���&�����R�P�R�J�X�ü�D�Y�D���N�O�D�V�L�I�L�N�D�F�L�M�X��

flavonoida u podskupine: flavanoni (jako niska nukleofilnost i visoki negativni parcijalni naboj), 

izoflavoni (niska nukleofilnost i niski negativni parcijalni naboj), flavoni (srednje visoka do 

visoka nukleofilnost i srednje visoki negativni parcijalni naboj) i flavonoli (srednje visoka 

nukleofilnost i pozitivni parcijalni naboj). 2) �3�R�Y�L�ã�H�Q�L�� �Q�H�J�D�W�L�Y�Q�L�� �S�D�U�F�L�M�D�O�Q�L�� �Q�D�E�R�M�� �D�W�R�P�D�� �2�� je 

�V�Q�D�å�Q�R�� �S�R�Y�H�]�D�Q�� �V�� �N�R�Q�V�W�D�Q�W�R�P�� �Y�H�]�D�Q�M�D�� �]�D�� �+�6�$�� �W�H�� �R�V�O�L�N�Dva dobra proton-donorska i proton-

akceptorska svojstva flavonoida. 3) �.�R�S�O�D�Q�D�U�Q�R�V�W���$���L���&���S�U�V�W�H�Q�D���M�H���S�R�Y�H�]�D�Q�D���V���Y�L�ã�L�P���N�R�Q�V�W�D�Q�W�D�P�D��

vezanja i to je preduvj�H�W���]�D���Y�H�]�D�Q�M�H���I�O�D�Y�R�Q�R�L�G�D���X���K�L�G�U�R�I�R�E�Q�R�M���ã�X�S�O�M�L�Q�L���� �1�D�G�D�O�M�H����4) koplanarnost 

AC i B prstena oslikava sklonost flavonoida stvaranju vodi�N�R�Y�L�K�� �Y�H�]�D���� �ã�W�R�� �M�H�� �X�� �V�N�O�D�G�X�� �V�� ���� 

visokim HOMO i LUMO energijama. S druge strane, konjugacija ni AC ni B prstena nije bila 

�S�R�Y�H�]�D�Q�D�� �V�� �M�D�þ�L�Q�R�P�� �Y�H�]�D�Q�M�D�� �I�O�D�Y�R�Q�R�L�G�D�� �V�� �+�6�$���� �D�O�L negati�Y�Q�L�� �Q�D�E�R�M�� �%�� �S�U�V�W�H�Q�D�� �L�P�D�� �X�þ�L�Q�D�N�� �Q�D��

konstantu vezanja. 

�7�D�N�R�ÿ�H�U�� �V�X�� �L�V�S�L�W�D�Q�H i interakcije odabranih flavonoida i ksenobiotika (varfarina, 

indometacina, piroksikama, furosemida i mikofenolat mofetila) pri vezanju za vezno mjesto I. 

�8�W�Y�U�ÿ�H�Q�R���M�H���N�D�N�R���Y�D�U�I�D�U�L�Q���L���I�O�D�Y�R�Q�R�L�G�L���Q�H�P�D�M�X���L�V�W�L���+�$�6���X�Q�X�W�D�U���Y�H�]�Q�R�J���P�M�H�V�W�D�� �,�� �W�H���G�D���G�R�O�D�]�L���G�R��

neznatnog smanjenja Fmax flavonoida vjerojatn�R�� �]�E�R�J�� �D�O�R�V�W�H�U�L�þ�N�H�� �S�U�R�P�M�H�Q�H�� �N�R�Q�I�R�U�P�D�F�L�M�H�� �+�6�$��

�X�V�O�L�M�H�G���Y�H�]�D�Q�M�D���Y�D�U�I�D�U�L�Q�D�����3�U�L���Y�H�ü�L�P���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�P�D���Y�D�U�I�D�U�L�Q�D, koje nisu ostvarive u uvjetima in 

vivo, �G�R�O�D�]�L�� �G�R�� �]�Q�D�þ�D�M�Q�L�M�H�J�� �S�D�G�D Fmax���� �P�R�J�X�ü�H�� �]�E�R�J�� �Y�H�]�D�Q�M�D���Y�D�U�I�D�U�L�Q�D�� �]�D�� �/�$�6�� �6�O�L�þ�Q�H�� �U�H�]�X�O�W�D�W�H��

interakcija s kvercetinom i kvercetin-3-O-glukuronidom pokazuju i piroksikam i furosemid, uz 

postojanje razlika u koncentracijama pri kojima se navedeni lij�H�N�R�Y�L���Y�H�å�X���]�D���V�Y�R�M���/�$�6���L���X�O�D�]�H���X 
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�]�Q�D�þ�D�M�Q�L�M�H���L�Q�W�H�U�D�N�F�L�M�H���V���I�O�D�Y�R�Q�R�L�G�L�P�D���� �8���V�O�X�þ�D�M�X���L�Q�W�H�U�D�N�F�L�M�D���V���P�L�N�R�I�H�Q�R�O�D�W���P�R�I�H�W�L�O�R�P�����X�R�þ�D�Y�D���V�H��

�S�R�Y�L�ã�H�Q�M�H��Fmax kvercetina pri visokim koncentracijama mikofenolat mofetila���� �ã�W�R�� �M�H�� �Y�M�H�U�R�M�D�W�Q�R��

posljedica vezanja mikofenolat mofetila na LAS u blizini veznog �S�R�G�U�X�þ�M�D kvercetina. Pri tome 

se kvercetin stabilizira u konformaciji koja ima fluoresce�Q�W�Q�D�� �V�Y�R�M�V�W�Y�D���� �8�� �V�O�X�þ�D�M�X�� �L�Q�W�H�U�D�N�F�L�M�D��

�N�Y�H�U�F�H�W�L�Q�D�� �V�� �L�Q�G�R�P�H�W�D�F�L�Q�R�P���� �X�R�þ�H�Q�R�� �M�H�� �]�Q�D�þ�D�M�Q�R�� �S�R�Y�L�ã�H�Q�M�H��Fmax kvercetina koje je bilo 

�S�U�R�S�R�U�F�L�R�Q�D�O�Q�R���S�R�V�W�R�W�N�X���]�D�V�L�ü�H�Q�M�D���Y�H�]�Q�R�J���P�M�H�V�W�D���,���L�Q�G�R�P�H�W�D�F�L�Q�R�P�����2�Y�D���þ�L�Q�M�H�Q�L�F�D���V�H���R�E�M�D�ã�Q�M�D�Y�D��

interakcijom indometacina i kvercetina pri vezanju na njihove HAS-ove. Do porasta Fmax 

�N�Y�H�U�F�H�W�L�Q�D�� �G�R�O�D�]�L�� �]�E�R�J�� �E�O�L�V�N�R�J�� �S�R�O�R�å�D�M�D�� �L�Q�G�R�P�H�W�D�F�L�Q�D�� �L�� �N�Y�H�U�F�H�W�L�Q�D�� �X�� �Y�H�]�Q�R�P�� �P�M�H�V�W�X�� �,���� �ã�W�R�� �M�H��

�S�R�W�Y�U�ÿ�H�Q�R�� �L�� �P�H�W�R�G�D�P�D�� �V�L�G�U�H�Q�M�D���� �D�� �S�R�V�O�M�H�G�L�F�D��je ili stabiliziranja kvercetina u fluorescentnoj 

konformaciji ili u prij�H�Q�R�V�X���H�Q�H�U�J�L�M�H���V���L�Q�G�R�P�H�W�D�F�L�Q�D���Q�D���N�Y�H�U�F�H�W�L�Q�����6�O�L�þ�Q�L���I�H�Q�R�P�H�Q�L���N�R�G���N�Y�H�U�F�H�W�L�Q-

3-O-�J�O�X�N�X�U�R�Q�L�G�D�� �Q�L�V�X�� �X�R�þ�H�Q�L�� �]�E�R�J�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�R�J�� �Y�H�]�Q�R�J���S�R�G�U�X�þ�Ma aglikona i glikozida u veznom 

�P�M�H�V�W�X���,�����S�U�L���þ�H�P�X���V�H���D�J�O�L�N�R�Q�L �Y�H�å�X���G�X�E�O�M�H���X���K�L�G�U�R�I�R�E�Q�R�P���G�å�H�S�X�� 

�â�W�R�� �V�H�� �W�L�þ�H�� �P�R�J�X�ü�Q�R�V�W�L�� �N�O�L�Q�L�þ�N�L�� �]�Q�D�þ�D�M�Q�L�K�� �L�Q�W�H�U�D�N�F�L�M�D��istiskivanja �L�]�P�H�ÿ�X��lijekova i 

�I�O�D�Y�R�Q�R�L�G�D���� �X�W�Y�U�ÿ�H�Q�R�� �M�H�� �G�D�� �M�H�� �L�]�P�H�ÿ�X�� �L�V�S�L�W�L�Y�D�Q�L�K�� �I�O�D�Y�R�Q�R�L�G�D�� �L�� �O�L�M�H�N�R�Y�D�� �W�D�� �Y�M�H�U�R�M�D�W�Q�R�V�W�� �Q�L�V�N�D����

odnosno da do interakcija dolazi pri vrlo visokim koncentracijama, koji nisu ostvarive u 

�I�L�]�L�R�O�R�ã�N�L�P���X�Y�M�H�W�L�P�D���� �6�� �G�U�X�J�H�� �V�W�U�D�Q�H���� �S�R�W�U�H�E�Q�R�� �M�H�� �Q�D�J�O�D�V�L�W�L�� �G�D�� �Q�L�M�H�� �L�V�S�L�W�L�Y�D�Q�D�� �P�R�J�X�ü�Q�R�V�W��

�L�Q�W�H�U�D�N�F�L�M�D�� �Q�D�� �U�D�]�L�Q�L�� �L�Q�K�L�E�L�F�L�M�H�� �L�� �L�Q�G�X�N�F�L�M�H�� �H�Q�]�L�P�D���� �L�V�W�R�� �N�D�R�� �L�� �G�D�� �S�R�V�W�R�M�H�� �S�U�L�P�M�H�U�L�� �N�O�L�Q�L�þ�N�L��

�]�Q�D�þ�D�M�Q�R�J���L�V�W�L�V�N�L�Y�D�Q�M�D���O�L�M�H�N�R�Y�D���R�G���V�W�U�D�Q�H�����S�D�W�R���I�L�]�L�R�O�R�ã�N�L�K���O�L�J�D�Q�G�D�� 

S obzirom da je k�R�G���Q�H�N�L�K���O�L�M�H�N�R�Y�D���X�W�Y�U�ÿ�H�Q�D���R�Y�L�V�Q�R�V�W��Fmax �I�O�D�Y�R�Q�R�L�G�D���R���S�R�V�W�R�W�N�X���]�D�V�L�ü�H�Q�R�V�W�L��

�Y�H�]�Q�R�J�� �P�M�H�V�W�D�� �,�� �R�G�U�H�ÿ�H�Q�L�P�� �O�L�M�H�N�R�P���� �X�S�R�W�U�H�Ea flavonoida kao �L�Q�G�L�N�D�W�R�U�D�� �]�D�V�L�ü�H�Q�R�V�W�L�� �Y�H�]�Q�R�J��

mjesta je �P�R�J�X�ü�D�����0�H�ÿ�X�W�L�P�����X�S�R�W�U�H�E�D���I�O�D�Y�R�Q�R�L�G�D���N�D�R���R�S�ü�H�J���L�Q�G�L�N�D�W�R�U�D���]�D�V�L�ü�H�Q�R�V�W�L���Y�H�]�Q�R�J���P�M�H�V�Wa 

I u optimizaciji �S�R�O�L�I�D�U�P�D�N�R�W�H�U�D�S�L�M�H�� �Q�L�M�H�� �P�R�J�X�ü�D �M�H�U�� �V�H�� �Q�H�N�L�� �O�L�M�H�N�R�Y�L�� �Y�H�å�X�� �]�D�� �R�Y�R�� �Y�H�]�Q�R�� �P�M�H�V�W�R��

bez utjecaja na fluorescenciju flavonoida, dok pri interakcijama drugih lijekova s flavonoidima 

�G�R�O�D�]�L�� �G�R�� �V�Q�L�å�D�Y�D�Q�M�D��Fmax, a �X�� �Q�H�N�L�P�� �V�O�X�þ�D�M�H�Y�L�P�D�� �L���G�R�� �S�R�Y�L�ã�H�Q�M�D Fmax �I�O�D�Y�R�Q�R�L�G�D���� �ã�Wo 

�R�Q�H�P�R�J�X�ü�X�M�H���S�U�R�F�M�H�Q�X���]�D�V�L�ü�H�Q�R�V�W�L���Y�H�]�Qog mjesta. U ovom je �V�O�X�þ�D�M�X���S�R�W�U�H�E�Q�R���S�U�R�Q�D�ü�L���P�R�O�H�N�X�O�X��

�N�R�M�D�� �S�R�N�U�L�Y�D�� �Y�L�ã�H�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K�� �Y�H�]�Q�L�K�� �S�R�G�U�X�þ�M�D�� �R�G�� �I�O�D�Y�R�Q�R�L�G�D�� �L�� �þ�L�M�L�� �V�H�� �U�H�]u�O�W�D�W�L�� �P�R�J�X�� �M�H�G�Q�R�]�Q�D�þ�Q�R��

objasniti. 



 
 

6.  POPIS KRATICA  I SIMBOLA
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2D �± dvodimenzijski 

3D �± trodimenzijski 

�0 �± molarni apsorpcijski koeficijent 

APT �± engl. Atomic Polar Tensor, atomski polarni tenzor 

cmax �± koncentracija potrebna da se postigne maksimalni intenzitet fluorescencije flavonoida 

CMPF �± 3-karboksi-4-metil-5-propil-2-furanpropionat 

DFT �± engl. Density Functional Theory�����W�H�R�U�L�M�D���I�X�Q�N�F�L�R�Q�D�O�D���J�X�V�W�R�ü�H 

DMSO �± dimetilsulfoksid 

FA �± engl. Fatty acid, masna kiselina 

FDH �± engl. Familial Dysalbuminemic Hyperthyroxinemia���� �R�E�L�W�H�O�M�V�N�D�� �G�L�V�D�O�E�X�P�L�Q�H�P�L�þ�Q�D��

hipertiroksinemija 

Fmax �± maksimalni intenzitet fluorescencije 

Gal �± galaktoza 

Glc �± glukoza 

Gluc �± glukuronska kiselina 

HOMO  �± engl. Highest Occupied Molecular Orbital�����Q�D�M�Y�L�ã�D���S�R�S�X�Q�M�H�Q�D���P�R�O�H�N�X�O�V�N�D���R�U�E�L�W�D�O�D 

HAS �± engl. High Affinity Site, mjesto vezanja visokog afiniteta 

HSA �± humani serumski albumin 

ICD �± inducirani cirkularni dikroizam 

KA �± konstanta vezanja 

LAS �± engl. Low Affinity Site, mjesto vezanja niskog afiniteta 

LGA  �± engl. Lamarckian Genetic Algorithm, lamarkijanski genetski algoritam 

LUMO  �± engl. Lowest Unoccupied Molecular Orbital�����Q�D�M�Q�L�å�D���Q�H�S�R�S�X�Q�M�H�Q�D���P�R�O�H�N�X�O�V�N�D���R�U�E�L�W�D�O�D 

N/A �± podaci nisu dostupni 

NBO �± engl. Natural Bond Orbital, prirodna vezna orbitala 

NPA �± engl. Natural Population Analysis, analiza prirodne populacije 

NSAID �± engl. NonSteroidal Anti-Inflammatory Drug, nesteroidni protuupalni lijek 

PDB �± engl. Protein Data Base, baza podataka proteina 

Rha �± ramnoza 

RMSD �± engl. Root-Mean-Square-Deviation, korijen srednje kvadratne devijacije 

SA �± engl. Simulated Annealing�����V�L�P�X�O�L�U�D�Q�M�H���W�U�D�å�H�Q�M�H���J�O�R�E�D�O�Q�R�J���P�L�Q�L�P�X�P�D���I�X�Q�N�F�L�M�H 
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SAR �± engl. Structure-Activity/Affinity Relationship, povezanost strukture i aktivnosti/afiniteta 

SMD �± engl. Solvation Model based on Density�����V�R�O�Y�D�W�D�F�L�M�V�N�L���P�R�G�H�O���W�H�P�H�O�M�H�Q���Q�D���J�X�V�W�R�ü�L 

STD-NMR �± engl. Saturation Transfer Difference Nuclear Magnetic Resonance, nuklearna 

�P�D�J�Q�H�W�V�N�D���U�H�]�R�Q�D�Q�F�D���U�D�]�O�L�N�H���S�U�L�M�H�Q�R�V�D���]�D�V�L�ü�H�Q�M�D 

SVD �± engl. Singular Value Decomposition, rastav singularnih vrijednosti 

t1/2 �± poluvrijeme eliminacije 

TDM  - engl. Therapeutic Drug Monitoring�����W�H�U�D�S�L�M�V�N�R���S�U�D�ü�H�Q�M�H���O�L�M�H�N�D 

Vd �± volumen distribucije 
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�+�U�Y�R�M�H�� �5�L�P�D�F���� �U�R�ÿ�H�Q�� �M�H�������� �V�Y�L�E�Q�M�D�� ������������ �J�R�G�L�Q�H���� �8�� �=�D�J�U�H�E�X�� �M�H�� �]�D�Y�U�ã�L�R�� �R�V�Q�R�Y�Q�X�� �ã�N�R�O�X�� �L�� �;�9�,��

gimnaziju. Od 2006. do 2011. godine studira na Farmaceutsko-biokemijskom fakultetu 

�6�Y�H�X�þ�L�O�L�ã�W�D���X���=�D�J�U�H�E�X�����L�Q�W�H�J�U�L�U�D�Q�L���S�U�H�G�G�L�S�O�R�P�V�N�L���L���G�L�S�O�R�P�V�N�L���V�W�X�G�L�M���I�D�U�P�D�F�L�M�H�����7�L�M�H�N�R�P���V�W�X�G�L�U�D�Q�M�D��

je bio aktivan i u studentskoj udruzi studenata farmacije i medicinske biokemije (CPSA) gdje je 

�V�X�G�M�H�O�R�Y�D�R�� �L�� �X�� �Q�H�N�R�O�L�N�R�� �P�H�ÿ�X�Q�D�U�R�G�Q�L�K�� �S�U�R�M�H�N�D�W�D���� �'�R�E�L�W�Q�L�N�� �M�H��Stipendije grada Zagreba, kao i 

�5�H�N�W�R�U�R�Y�H���Q�D�J�U�D�G�H���]�D���U�D�G���Ä�$�Q�W�L�I�X�Q�J�D�O�Q�L���L���D�Q�W�L�R�N�V�L�G�D�W�L�Y�Q�L���X�þ�L�Q�F�L���S�R�O�L�I�H�Q�R�O�D���X��uvjetima in vitro�³. 

�'�L�S�O�R�P�V�N�L�� �U�D�G�� �S�R�G�� �Q�D�]�L�Y�R�P�� �Ä�6�H�P�L�H�P�S�L�U�L�M�V�N�R�� �R�S�W�L�P�L�]�L�U�D�Q�M�H�� �J�H�R�P�H�W�U�L�M�H�� �R�G�D�E�U�D�Q�L�K�� �G�H�U�L�Y�D�W�D��

�K�L�G�U�R�N�V�L�X�U�H�M�H�³�� �L�]�U�D�G�L�R�� �M�H�� �Q�D�� �=�D�Y�R�G�X�� �]�D�� �I�D�U�P�D�F�H�X�W�V�N�X�� �N�H�P�L�M�X�� �)�D�U�P�D�F�H�X�W�V�N�R-biokemijskog 

�I�D�N�X�O�W�H�W�D���S�R�G���Y�R�G�V�W�Y�R�P���G�R�F�����G�U�����V�F�����ä�H�O�M�N�D���'�H�E�H�O�M�D�N�D���W�H���M�H���G�L�S�O�R�Pirao 8. rujna 2011. kao jedan od 

10% najboljih studenata u generaciji. Godine 2011. upisuje i diplomski studij Molekularna 

biotehnologija na Prehrambeno-�E�L�R�N�H�P�L�M�V�N�R�P�� �I�D�N�X�O�W�H�W�X�� �6�Y�H�X�þ�L�O�L�ã�W�D�� �X�� �=�D�J�U�H�E�X���� �'�L�S�O�R�P�V�N�L�� �U�D�G��

�S�R�G�� �Q�D�]�L�Y�R�P�� �Ä�$�Q�R�W�D�F�L�M�D�� �J�H�Q�V�N�L�K�� �Q�D�N�X�S�L�Q�D�� �S�U�Lrodnih spojeva u genomu bakterije Streptomyces 

sp���� �&�³�� �L�]�U�D�G�L�R�� �M�H�� �X�� �.�D�E�L�Q�H�W�X�� �]�D�� �E�L�R�L�Q�I�R�U�P�D�W�L�N�X�� �Q�D�� �=�D�Y�R�G�X�� �]�D�� �E�L�R�N�H�P�L�M�V�N�R�� �L�Q�å�H�Q�M�H�U�V�W�Y�R�� �S�R�G��

mentorstvom doc. dr. sc. �-�X�U�L�F�H�� �ä�X�þ�N�D�� �W�H�� �M�H�� �G�L�S�O�R�P�L�U�D�R �������� �U�X�M�Q�D�� �������������� �W�D�N�R�ÿ�H�U�� �N�D�R�� �M�H�G�D�Q�� �R�G��

10% najboljih studenata u g�H�Q�H�U�D�F�L�M�L���� �=�D�S�R�ã�O�M�D�Y�D�� �V�H�� ������������ �N�D�R�� �D�V�L�V�W�H�Q�W�� �Q�D�� �=�D�Y�R�G�X�� �]�D��

farmaceutsku kemiju Farmaceutsko-biokemijskog fakulteta. Iste godine upisuje doktorski studij 

Farmaceutsko-biokemijske znanosti na Farmaceutsko-biokemijskom fakultetu. Godine 2015. 

�X�S�L�V�X�M�H�� �S�R�V�O�L�M�H�G�L�S�O�R�P�V�N�L�� �V�S�H�F�L�M�D�O�L�V�W�L�þ�N�L�� �V�W�X�G�L�M�� �5�D�]�Y�R�M�� �O�L�M�H�N�R�Y�D�� �Q�D�� �)�D�U�P�D�F�H�X�W�V�N�R-biokemijskom 

fakultetu. Ostvario je jedan znanstveni boravak u trajanju od tri mjeseca (rujan �± prosinac 2014.) 

�Q�D�� �1�D�F�L�R�Q�D�O�Q�R�P�� �L�Q�V�W�L�W�X�W�X�� �]�D�� �D�J�U�R�Q�R�P�V�N�D�� �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D�� ���I�U�D�Q�F. Institut national de la recherche 

agronomique, INRA) u Avignonu, Francuska kroz stipendiju Vlade Republike Francuske, pod 

vodstvom dr. sc. Claire Dufour. �6�X�G�M�H�O�R�Y�D�R�� �M�H�� �Q�D�� �Y�L�ã�H�� �P�H�ÿ�X�Q�D�U�R�G�Q�L�K�� �L�� �G�R�P�D�ü�L�K�� �N�R�Q�J�U�H�V�D�� �V�D��

�V�Y�H�X�N�X�S�Q�R���������S�R�V�W�H�U�V�N�L�K���S�U�L�R�S�ü�H�Q�M�D���W�H���M�H���R�G�U�å�D�R���G�Y�D���M�D�Y�Q�D���S�U�H�G�D�Y�D�Q�M�D���Q�D���N�R�Q�J�U�H�V�L�P�D�� 

Popis znanstvenih radova (CC): 

1. H. Rimac���� �ä���� �'�H�E�H�O�M�D�N���� �'���� �â�D�N�L�ü���� �7���� �:�H�L�W�Q�H�U���� �0���� �*�D�E�U�L�þ�H�Y�L�ü���� �9���� �9�U�þ�H�N����B. Zorc, M. 

�%�R�M�L�ü����Structural and electronic determinants of flavonoid binding to human serum 

albumin: An extensive ligand-based study, RSC Adv. 6 (2016) 75014�±75022. 

2. H. Rimac�����ä�����'�H�E�H�O�M�D�N�����0�����%�R�M�L�ü�� L. Millerd. Displacement of Drugs from Human Serum 

Albumin: From Molecular Interactions to Clinical Significance, Curr. Med. Chem. 24 

(2017) 1�±18. 
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3. H. Rimac, C. Dufour, �ä�� Debeljak, �%���� �=�R�U�F���� �0���� �%�R�M�L�ü�� Warfarin and flavonoids do not 

share the same rinding region in binding to the IIA subdomain of human serum albumin, 

Molecules 22 (2017) 1153. 
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�)�O�D�Y�R�Q�R�L�G�L���� �N�D�R���L�� �Y�H�O�L�N�L�� �E�U�R�M���N�V�H�Q�R�E�L�R�W�L�N�D���� �Q�D�N�R�Q�� �X�O�D�V�N�D�� �X�� �F�L�U�N�X�O�D�F�L�M�X���Y�H�å�X�� �V�H�� �]�D�� �K�X�P�D�Q�L�� �V�H�U�X�P�V�N�L�� �D�O�E�X�P�L�Q�����+�6�$���� �X��
poddomeni IIA. To vezno mjesto se naziva i Sudlowljevo mjesto I, odnosno vezno mjesto I. S obzirom na veliki broj 
�N�V�H�Q�R�E�L�R�W�L�N�D�� �N�R�M�L�� �V�H�� �R�Y�G�M�H�� �Y�H�å�H���� �S�R�V�W�D�Y�O�M�D�� �V�H�� �S�L�W�D�Q�M�H�� �Y�D�å�Q�R�V�W�L�� �L�Q�W�H�U�D�N�F�L�M�D�� �L�V�W�L�V�N�L�Y�D�Q�M�D�� �S�R�M�H�G�L�Q�L�K�� �V�S�R�M�H�Y�D�� �V�� �W�R�J�� �Y�H�]�Q�R�J��
mjesta. Iz tog je razloga potrebno bolje opisati svojstva vezanja flavonoida za vezno mjesto I t�H���N�O�L�Q�L�þ�N�L�K���L�Q�W�H�U�D�N�F�L�M�D���V��
�O�L�M�H�N�R�Y�L�P�D���G�R���N�R�M�L�K���E�L���S�R�W�H�Q�F�L�M�D�O�Q�R���P�R�J�O�R���G�R�ü�L�� 
�8�� �S�U�Y�R�P�� �G�L�M�H�O�X�� �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D�� �L�V�S�L�W�L�Y�D�Q�D�� �V�X�� �Y�H�]�Q�D�� �V�Y�R�M�V�W�Y�D�� �L�� �J�O�D�Y�Q�H�� �R�G�U�H�G�Q�L�F�H�� �Y�H�]�D�Q�M�D�� �D�J�O�L�N�R�Q�D�� �I�O�D�Y�R�Q�R�L�G�D�� �]�D�� �Y�H�]�Q�R��
�P�M�H�V�W�R�� �X�� �S�R�G�G�R�P�H�Q�L�� �,�,�$�� �+�6�$���� �=�D�� �R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H�� �N�R�Q�V�W�D�Q�W�L�� �Y�H�]�D�Q�M�D�� �N�R�U�L�V�W�L�Oa se metoda fluorescencijske 
�V�S�H�N�W�U�R�I�R�W�R�P�H�W�U�L�M�H�����D���]�D���L�]�U�D�þ�X�Q�D�Y�D�Q�M�H���N�Y�D�Q�W�Q�R-�N�H�P�L�M�V�N�L�K���P�R�O�H�N�X�O�V�N�L�K���G�H�V�N�U�L�S�W�R�U�D���U�D�þ�X�Q�D�O�Q�L���S�U�R�J�U�D�P���*�D�X�V�V�L�D�Q�����������8��
�G�U�X�J�R�P���G�L�M�H�O�X���L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D���L�V�S�L�W�L�Y�D�Q�H���V�X���L�Q�W�H�U�D�N�F�L�M�H���L�]�P�H�ÿ�X���D�J�O�L�N�R�Q�D���L���J�O�L�N�R�]�L�G�D���I�O�D�Y�R�Q�R�L�G�D���V���R�G�D�E�U�D�Q�L�P���O�L�M�H�N�R�Y�L�Pa te 
�M�H�� �X�� �W�X�� �V�Y�U�K�X�� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�D�� �P�H�W�R�G�D�� �I�O�X�R�U�H�V�F�H�Q�F�L�M�V�N�H�� �V�S�H�N�W�U�R�I�R�W�R�P�H�W�U�L�M�H�� �]�D�M�H�G�Q�R�� �V�� �P�H�W�R�G�D�P�D�� �V�L�G�U�H�Q�M�D�� �S�R�P�R�ü�X�� �U�D�þ�X�Q�D�O�Q�R�J��
programa AutoDock 4.2.6. 
�(�N�V�S�H�U�L�P�H�Q�W�D�O�Q�R���V�X�� �X�W�Y�U�ÿ�H�Q�H�� �N�R�Q�V�W�D�Q�W�H���Y�H�]�D�Q�M�D�� ������ �I�O�D�Y�R�Q�R�L�G�D���� �N�R�M�H�� �V�X�� �L�]�Q�R�V�L�O�H���L�]�P�H�ÿ�X�� ���������� �î�� ����3 �L�� ���������� �î�� ����5 M �±1. 
�4�6�$�5�� �D�Q�D�O�L�]�R�P�� �S�U�R�Q�D�ã�O�R�� �V�H�� �Y�L�ã�H�� �V�W�U�X�N�W�X�U�Q�L�K�� �R�G�O�L�N�D�� �D�J�O�L�N�R�Q�D�� �I�O�D�Y�R�Q�R�L�G�D�� �N�R�M�H�� �V�X�� �R�G�J�R�Y�R�U�Q�H�� �]�D�� �Q�M�L�K�R�Y�R�� �Y�H�]�D�Q�M�H�� �]�D��
vezno mjesto I: nukleofilnost i parcijalni naboj atoma C3, parcijalni naboj atoma O4, koplanarnost A i C prstena te 
koplanarnost AC i B prstena i �+�2�0�2�� �L�� �/�8�0�2�� �H�Q�H�U�J�L�M�H���� �R�G���þ�H�J�D�� �V�X�� �Q�D�M�M�D�þ�L�� �X�W�M�H�F�D�M���L�P�D�O�D�� �S�U�R�W�R�Q-donorska i proton-
�D�N�F�H�S�W�R�U�V�N�D�� �V�Y�R�M�V�W�Y�D���W�H���N�R�S�O�D�Q�D�U�Q�R�V�W���S�U�V�W�H�Q�D�����7�D�N�R�ÿ�H�U���M�H���S�U�R�Q�D�ÿ�H�Q�R���G�D���L�V�S�L�W�L�Y�D�Q�L���O�L�M�H�N�R�Y�L���L�� �I�O�D�Y�R�Q�R�L�G�L�� �P�R�J�X�� �X�O�D�]�L�W�L�� �X��
interakcije pri vezanju za HSA, ali je vjerojatnost njiho�Y�D���P�H�ÿ�X�V�R�E�Q�R�J���L�V�W�L�V�N�L�Y�D�Q�M�D���S�U�L���I�L�]�L�R�O�R�ã�N�L�P���X�Y�M�H�W�L�P�D���Q�L�V�N�D���M�H�U��
�V�H���Q�H���Y�H�å�X���]�D���L�V�W�R���Y�H�]�Q�R���S�R�G�U�X�þ�M�H�� 
�8�W�Y�U�ÿ�H�Q�D�� �V�X�� �V�W�H�U�L�þ�N�D�� �L�� �H�O�H�N�W�U�R�Q�V�N�D�� �V�Y�R�M�V�W�Y�D�� �I�O�D�Y�R�Q�R�L�G�D�� �N�R�M�D�� �X�W�M�H�þ�X�� �Q�D�� �M�D�þ�L�Q�X�� �Q�M�L�K�R�Y�D�� �Y�H�]�D�Q�M�D�� �Q�D�� �+�6�$���� �9�M�H�U�R�M�D�W�Q�R�V�W��
�L�V�W�L�V�N�L�Y�D�Q�M�D���L�V�S�L�W�L�Y�D�Q�L�K���O�L�M�H�N�R�Y�D���V���+�6�$���S�R�P�R�ü�X���I�O�D�Y�R�Q�R�L�G�D���V���N�O�L�Q�L�þ�N�L���Y�D�å�Q�L�P���S�R�V�O�M�H�G�L�F�D�P�D���M�H���Q�L�V�N�D�����,�V�S�L�W�L�Y�D�Q�L���O�L�M�H�N�R�Y�L��
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SUMMARY  
 

Flavonoids, as well as a large number of xenobiotics, after entering circulation, bind to human serum albumin (HSA) 
at the IIA subdomain. This binding site is also called Sudlow site I or binding site I. Considering the large number of 
xenobiotics which bind to this site, it is necessary to evaluate the importance of their displacement interactions from 
the binding site I. Also, it is important to better describe the characteristics of flavonoid binding to the binding site I 
and clinical interactions with drugs which could possibly occur. 
In the first part of the study, characteristics of flavonoid aglycons' binding to the binding site I, as well as their most 
important determinants were studied. Fluorescence spectrophotometry was used to determine the binding constants 
and computer program Gaussian 09 was used to calculate quantum-chemical molecular descriptors. In the second part 
of the study, interactions between flavonoid aglycons and glycosides with selected drugs were studied by using 
fluorescence spectrophotometry combined with docking studies carried with AutoDock 4.2.6. computer program. 
Binding constants of 20 flavonoids we�U�H���H�[�S�H�U�L�P�H�Q�W�D�O�O�\���G�H�W�H�U�P�L�Q�H�G���D�Q�G���W�K�H�\���U�D�Q�J�H�G���I�U�R�P�������������î������3 �W�R�������������î������5 M�±

1. QSAR analysis found several flavonoid features which are key determinants responsible for their binding to the 
binding site I: nucleophilicity and partial charge of the C3 atom, partial charge of the O4 atom, coplanarity of the A 
and C rings, as well as coplanarity of the AC and B rings, and HOMO and LUMO energies, with proton-donor and 
proton-acceptor properties and coplanarity being the most prominent ones. It was also found that the selected drugs 
and flavonoids can interact in binding to the binding site I, but the possibility of their mutual displacement interactions 
is not high as they bind to different binding regions. 
Flavonoid sterical and electronic characteristics which influence their binding to HSA were determined. A small 
possibility of displacement of selected drugs by flavonoids with clinically important consequences was found. 
Examined drugs can both increase and decrease fluorescence intensity of flavonoids bound to HSA, thus the 
application of fluorescence in routine determination of drug binding to HSA is limited. 
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