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SAZETAK

Uvod: Medu prirodnim spojevima prisutnim u svakodnevnoj paeh flavonoidi su pokazali
povoljan «inak u prevenciji kardiovaskularnih bolesti koji, dgarem djelonino, moze
pripisatiantiagregacijskom ¢inku. S obzirom na farmakoloski interes, u potraa
antitrombocitnim  lijekovima, potrebna je sustavnaksperimentalna procjena
antiagregacijskog dinka flavonoida. Takvi podaci mogli bi sluziti za SAR
modeliranjeantiagregacijskogjuka, istrazivanje signalnih putova i procjenu of@ na
invitro testove agregacije trombocita.

Materijali i metode: Skup od trideset flavonoida, odabran je za procjentingregacijskog
utinka, na uzorcima pune krvi porio Multiplate®funkcionalnog analizatora (Dynabyte,
Njemaika) i ADP-a (ADPtest) kao slabog agonistaagregaéigt @inkovitihflavonoida iz
ADPtesta je analizirano &etiri dodatnaagonistaagregacije (arahidonska kiaglkolagen,
ristocetin i TRAP-6). Za fnalno simuliranje antiagregacijskoginka, generirano je 155
molekulskih deskriptora koji opisuju fizikalno-kejska, odnosno globalna svojstva molekula
I supstituenata. Od ¢analnih metoda za procjenu mehanizama djelovanjaijpnjeno je
hijerarhijsko formiranje klasteraviSedimenzijskinon@vnim uzorkovanjem.Stajna Suma,
metoda statistkog wenja, koriStena je za QSAR modeliranje.

Rezultati: Laboratorijski rezultati su iskazani kao minimalkancentracija flavonoida koja
dovodi do statistki znatajnog smanjenja agregacije trombocita u odnosu eteetirani
uzorak (minimalna antiagregacijska koncentradeNaAC). MINaACflavonoida, u
pojedinim testovima agregacijekoja je potaknutaA®R- kolagenom, TRAP-6 i
ristocetinom, bila je u sljedan rasponima: 0,}222,01M; 15,26-244,14 uM;
15,26-122,0¢4M i 0,06-15,26 uM. U testu agregacije trombocita koja je
potaknutaarahidonskom kiselinom,proagregacijséinak je zapaZzen kod pinocembrin-7-
metiletera, epikatehina, hesperetina i 3,6-dihidiftkvona. Literaturni su podaci bili
nedostatni za interpretaciju rezultata dobiveniloritem hijerarhijskin klastera uslijed
raznolikih mehanizama djelovanja pojedinih flavat®i Validacija preddanja &inka koja
se temelji na metodi stajne Sume, rezultirala je niskomttm&u predvdanja od 40,67%.
Zaklju &ci:Mjerljivantiagregacijski dinak, na submikromolarnoj razini koncentracija
flavonoida, sugerira da i svakodnevna konzumatajohoida prehranom moze utjecatiina
vivoagregaciju trombocita, Sto ukazuje i na njihovu méog terapijsku
primjenu.Temeljemantiagregacijskih testova s &#mi induktorima agregacije, moze se
zakljwiti da flavonoidi interferiraju sinvitroagregacijom trombocita,iliantiagregacijski ili
proagregacijski, Sto moze utjecati na interpretatgstova agregacije trombocita na punoj
krvi. Razvoj pouzdanog QSAR modela onemagu raznovrsni mehanizmi djelovanja
flavonoidakojima se ostvaruje antiagregacijskinak. Stoga se daljnja istrazivanja trebaju
usmijeriti napojedingne mete i na povanje broja analiziranih supstancija.

Klju ¢ne rijedi: flavonoidi; trombociti; testovi agregacije; QSAR dadiranje.



SUMMARY

Background: Among natural compounds, present in every day @letpnoids have shown
beneficial effect in prevention of cardiovasculasedses that can be attributed, at least
partially, to theirantiaggregatory activity. Duettee ever increasing pharmacological interest
in antiplatelet agents, a systematic experimenaluation of large flavonoid series is needed.
This will serve as possible data set for QSAR modelof antiaggregatory activity,
assessment of signaling pathways and evaluatiotheofn vitro effects of flavonoids on
platelet aggregation in whole blood.

Material and methods: A set of thirty flavonoid aglycones was selectedthe evaluation.
Aggregation measurements were performed on theeallobd sampleswith multiple platelet
functional analyzer (Dynabyte, Germany) and ademosiiphosphate (ADPtest) as a weak
agonist of aggregation. Five potent flavonoids friti@ ADPtest were further analyzed using
the four additional aggregation inducers (arachiclaecid, collagen, ristocetin and TRAP-6).
Computational design of antiaggregatory effect wased on 155 molecular descriptors of
physical and chemical properties; global properiemolecule and substituents. Method for
the assessment of the possible mechanisms of asédnwas hierarchical clustering with
multiscale bootstrap resampling. Random forestatistical learning method, was used for
QSAR modeling.

Resultsiaboratory results were expressed as minimal cdratgon of flavonoid that can
significantly lower the platelet aggregation conguhto the corresponding untreated sample
(minimal antiaggregatory concentratioMINaAC). MINaAC of flavonoids in individual tests
were reported in the following ranges: 0-122.071M; 15.26-244.14uM; 15.26-122.07uM,;

and 0.0615.26 uM for ADP, collagen, TRAP-6 and ristocetin aggrégatnducers,
respectively. When arachidonic acid was used faudtion of platelet aggregation, a
proaggregatory effect was observed for pinocembimethylether, epicatechin, hesperetin
and 3,6-dihydroxyflavone. Literature data was iretosive for proper interpretation of
hierarchical clustering due to different mechanidny which flavonoids achieve
antiaggregatory effect. Validation of random forgsediction model resulted in 40.67%
accuracy.

Conclusions: Measurable antiplatelet activity established abnsieromolar flavonoid
concentrations suggests that even a dietary cortsampf some flavonoids can make an
impact onin vivo aggregation of platelets. These findings also pout a therapeutic
potential of some flavonoids. Based on the tegh ditferent agonists of aggregation it can be
concluded that flavonoids interfere with vitro platelet aggregation assays exhibiting either
anti- or pro-aggregatory influencing the interptieta of the results of platelet aggregation.
Development of reliable QSAR model under descriaettings is not possible due to different
mechanisms responsible for antiaggregatory effeatther studies should focus on specific
targets; number of the analyzed substances sheulttleased.

Keywords: flavonoids; platelets; aggregation assays; QSARetiogl
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1.1. Polifenoli. Flavonoidi i fenolne kiseline

Pojam polifenola u Sirem smislu obuldgaspojeve s fenolnor®H skupinom na aromatskoj

jezgri. U uzem smislu pod polifenolimase podrazeraju flavonoidi i fenolne kiseline.

Flavonoidi su spojevi sveprisutni u biljnom svijettne mogu se sintetizirati u ljudskom
organizmu. Do danas je identificirano viSe od 48p0jeva iz ove skupine. Kemijski, to su
hidroksilirani derivati benzopirana koji u biljnismolama dolaze u obliku aglikona, glikozida
ili metiliranih derivata (Havsteen 1983., Peters@wyer 1998.). Skelet aglikonaflavonoida
ima oblik G-C3-Cs — benzenski prsten (A) kondenziran s piranom (i) kka polozaju C2

ima vezanu fenilnu skupinu (B) (slika 1).

osnovna struktura flavonoida {€C,—-Cy) 3

DG
I P

flavanoni g
O O

(0]

flavani flavanoli

flavoni izoflavonoidi

Slika 1. Osnovna struktura i klase flavonoitia.

! Navedene su klase flavonoida koje su analiziraoeam radu. U flavonoide se tad@r ubrajaju:antocijanidini
— derivatikromenija, a flavani ukigwju i leukoantocijanidine, proantocijanidine i taaikoji dolaze u obliku
monomera, dimera ili trimera.
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Podjela flavonoidana klase temeljise na struktustgma C. Osnovna struktura odgovara
flavanima. Ukoliko je flavanhidroksiliran na polgaeCs3 rije je o flavanolima (katehinima).
Flavanoni imaju keto-skupinu na poloZzaju C4. Ako jeza izmdu C2 i C3
dvostruka,flavanoni se nazivaju flavonima.Flavonidroksilnom skupinom na polozaju C3
nazivaju se flavonolima. Izoflavonoidi imaju fenilprsten B na polozaju C3 (slika
1).Prirodni se flavonoidi razlikuju po hidroksilgeglikona na polozajima C3, C5, C7, C3/,
C4' i C5'. Glikozidi nastaju vezanjemégea (uglavnom ramnoze, glukoze, glukoramnoze,
galaktoze i arabinoze) na polozajima C3 i C7 (Hast2002.).

Fenolnesu kiseline aromatski sekundarni metabbilitika. Strukturno se dijele na derivate
benzojeve kiseline (&C,), koji mogu biti konjugirani sa gernim i organskim kiselinama ili
vezani za statinu stijenku u obliku lignina, te derivate cimetnsdtine (G-Cs) koji sucesto

u konjugiranim oblicima, a slobodni se javljaju kKakdukti kemijske ili enzimske hidrolize
(slika 2). Derivati benzojeve i cimetne kiselindiljkama su rasprostranjeni u sjemenkama,
listovima, korijenju i stabljikama. Samo mala Kalia postoji u obliku slobodnih kiselina, a
ostatak je vezan u obliku estera, etera ili acatalrezama na strukturne komponente biljke ili
na vee polifenole (flavonoide) odnosno male organske ekge. Fenolne kiseline nisu
jednoliko rasporéene po biljnim tkivima, a kalina ovisi i o stadiju sazrijevanja (Macheix i
sur. 1990., Robbins 2003.).

benzojeva kiselina cimetna kiselina

: COOH O/\/COOH

Slika 2. Osnovne strukture fenolnih kiselina.

Flavonoidi strukturno nalikuju nukleozidima, izok$@mzinu i folnoj kiselini. Odlikuje ih
visoka kemijska reaktivnost. Vezu se na endogeriganalekule (enzime, DNK, hormonske
nosd&e), keliraju metalne ione, kataliziraju prijenosldtona, te se lako oksidiraju (Havsteen
2002.). Strukturna sihost i kemijska reaktivnost predstavlja osnovu bBm$njavanje uloga
flavonoida u patofizioloSkim procesima. Tako pojediavonoidi snizavaju éni tlak, lokalno

smanjuju bol i normaliziraju tjelesnu temperatuslijad upale, povoljno djeluju na alergije
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stabilizacijom mastocita i sptjavanjem sekrecije histamina. Mnogi flavonoidi djelu
antibakterijski, te antivirusno i citosteki(Barbari i sur. 2011., Chang i sur. 2010., Harborne
i Williams 2000., Loke i sur. 2010., Me&dBari i sur. 2009., Sumpio i sur. 2006.).

Antioksidacijski &inak flavonoidaje najbolje ispitan (Jasprica i 2007., Pardikovi¢ i sur.
2011., Vinkove Vreek i sur. 2011.). Flavonoidi kao antioksidansi malgeiovati u stanjima
oksidativhog stresa koja se povezuju s neurodegtweim bolestima (Parkinsonova i
Alzheimerova bolest), koronarnim bolestima, upalaisiaemijom, tumorima, aterosklerozom
i dr. Ovaj antioksidacijski ¢inak ne ovisi samo o flavanskoj jezgri, ¢ve o rasporedu
supstituenata, prvenstveno hidroksilnih skupinapmstenima A i B. Antioksidacijsko se
djelovanje smanjuje glikozilacijomaglikona te O-ifestijom zbog utjecaja na lipofilnost i
molekulskuplanarnost. Flavonoidi pokazuju i sposdirkeliranja metala s prooksidativnim
ucinkom (bakra i Zeljeza)ime smanjuju njihov potencijal za stvaranje slobbdmadikala
(Bors i sur. 1990., Burda i Oleszek 2001., Pie@@®, Rice-Evans i sur. 1996.).

Molekule flavonoida, ovisno o supstitentima, pokaahidrofilnu i lipofilnu prirodu temogu
inaktivirati reaktivne radikale stvorene unutarngta, ali i one koji napadaju stanice izvana.
Topljivi su u membranama, pa su n&to pogodni za supresiju slobodnih lipidnihradikala
kao i za odrzavanje vitamina E i C u aktivnim radamim oblicima, ¢ime se zadrzava

antioksidacijska sposobnost stanice (Walle 2004.).

Novija klinicka ispitivanja potwtuju pozitivan @inak flavonoida na ljudsko zdravlje.
Takonpr.antocijaninismanjuju rizik od nastanka loggesa tipa 1l (Wedick i sur. 2012.).
Umjerena konzumacija flavonoida smanjuje rizik @ddiovaskularnih bolesti (McCullough i
sur. 2012.), a hrana bogata izoflavonoidima (tefgoja i druge mahunarke) Stiti od raka

endometrija (Ollberding i sur. 2012.).
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1.2. Agregacija trombocita

Trombociti ili krvne pl@&ice male su diskoidne stanice bez jezgre, prongdrd do 4 um. U

procesu nastanka krvnih stanica — hematopoezi, bwoiti nastaju fragmentacijom
megakariocita. Zivotni je vijek trombocita od 8 d@ dana, a referentni interval broja
trombocita u zdravih odraslih osoba iznosi(158 -4)42 10/L.Uloga je trombocita u

hemostazi dvojaka: adhezivna i prokoagulativna. j8wo adhezivnom i kohezivhom
sposobno& omoguéuju stvaranje hemostakiog ¢epa, aktiviraju koagulacijske mehanizme
te izrazavanjem povrSinskih fosolipida sluze kaotaki&ko mjesto za proces
zgruSavanja(Escolar 1991., Jurk i Kehrel 2005.,n&ila i sur. 2008., www.platelet-
reserach.org).

Hemostaza (gt apootaoig, aipo — Krv i otdolg — staza) je sloZzen slijed procesa koji u
fizioloSkim uvjetima dovode do sptjavanja, odnosno prekida krvarenja. Glavni su dapa
u hemostazi: vaskularna faza, adhezija trombod@tgegacija trombocita, degranulacija
trombocita, stvaranje ugruska i fibrinoliza. Primainemostazu karakteriziraju faze inicijacije
(aktivacija trombocita kolagenom), ekstenzije (tkom ADP, TxA) i perpetuacije (nastanak
primarnog hemostatkog cepa).Sekundarna hemostaza obghvastantno bazirano
zgruSavanje i nastanak sekundarnog hemoktaji cepa (tromba), nakortega slijedi

fibrinoliza (razgradnja ugruska i zarastanje oa)e(Bras i Stalker 2008., O'Malley 2010.).

U fizioloSkim uvjetima trombociti se aktiviraju ktaktom s kolagenom uslijed izlaganja
subendotelnog vezivnog tkiva. Kako bi se olakSapanje kolagena na receptore u uvjetima
kontinuiranog protoka krvi, vezanje kolagena naaproteineGP la/IX/V i GP lib/llla
posredovano je vonWillebrandovim faktorom. AktiviraGP la/IX/V kompleks pote
aktivaciju integrina GP llb/llla, dok se GP la/liaGP VI aktiviraju neposrednim vezanjem
kolagena. U n&elu, svi aktivirani receptori pdti signalne putove koji uklfiwju tirozin-
kinaze (npr. Syk), a vode aktivaciji fosfolipazgR1.C). Kolagen potie aktivaciju PLG dok
trombin, TxA i ADP aktiviraju manje &nkovitu PLJ3. Uloga PLC je hidroliza
fosfatidilinozitoldifosfata (PIP) na inozitoltrifosfat (IR) i diacilglicerol (DAG). Povéanje
koncencentracijel@lovodi do otvaranja kalcijevih kanalagustih tjelai plazmatske
membrane te povava citoplazmatsku koncentraciju kalcija. Kalcigoksekundarni glasnik,

potice niz unutarstatinin procesa do aktivacije i morfoloskih promjenantbocita

“Gusti tubularni sustav (englensetubularsystem, DTS) odgovara glatkom endoplazmatskomretikulunmugih
stanica.
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ukljucujuc¢i sekreciju vezikula s ADP-om i nastajanje TxXPove&anje koncentracije DAG
dovodi do aktivacije protein-kinaze C (PKC) kojaguéra treoninske i serinskekinaze te
izgled citoskeleta (Clemetson i Clemetson 2004rptier i Calderwood 2009., Ikeda i sur.
2008., Rivera i sur. 2009.).

Trombin je serinskaproteazakoja djeluje putem rewepl (PAR1) i 4 (PAR4) koji su
aktivirani proteazom.Trombin oslofi@ odgovarajéi aminokiselinski slijed N-terminalnog
kraja tedolazi do aktivacije receptora.Aminokisskn slijed SerPhe-Leu-Leu-Arg—Asn
aktivira PAR1, a GlyTyr-Pro-Gly-Lys-Phe PARA4.Invitro se za j&epoticanjeagregacije
koristi primarno aminokiselinska sekvenca za akijuaPAR130Oba PAR-receptora djeluju
preko dva signalna puta posredovana G-proteinimd®twmkinaza (G) i prethodno
opisanim IB/DAG (Gg) signalnim putom. Aktivacijom Rho/Rho-kinaza sifmey puta dolazi
do promjena u aktinskim vlaknima citoskeleta tenfwanja filopodija i lamelopodija,
odnosno promjene oblika trombocita (Andersen i si®99., Bras i Stalker 2008.,
Bretschneider i sur. 2001.).

Adenozin-difosfat (ADP) na mjestu ozljede osléhja ostéeno tkivo i eritrociti, odnosno
aktivirani trombociti. Djelovanje ADP-a se ostvaygutem tri receptora za nukleotide: P2Y1,
P2Y12 i P2X1. P2Y1 receptor je sparen g [oteinom Koji djeluje IFDAG signalnim
putem analogno trombinu. P2Y12 receptor je sparén@oteinom koji suprimira nastanak
cAMP i promie aktivhost PI3-kinaze (PI3K). cAMP antagonizirareaaciju, nastaje
djelovanjem adenilatciklaze (aktivator prostacikliRGhL), a razgrduje se katalitikim
ucinkom fosfodiesteraze (inhibitor NO).P2X1 je kas&n kanal ovisan o ATP-u, a

omogueuje prijenos kalcija u stanicu (Bras i Stalker 20@belernagl i Lang 2000.).

Cak se i jaki agonistiagregacije, kao kolagen i tomoslanjaju na agregacijskiinak ADP-

a i TxAp potpomognuti djelovanjem adrenalina vivo(supresija cAMP). DAG pate
djelovanje fosfolipaze A2 (PLA2) koja prevodi fostilkolin (PC) u arahidonsku kiselinu.
Djelovanjem prostaglandin H sintaze (PGHS), odnosikbooksigenaze (COX), nastaju
prostaglandini PG& PGH,. Tromboksan Asintaza (TXAS) prevodi PGHI kratkozivii, ali
jakagonistagregacije TxABras i Stalker 2008.).

Na slici 3 prikazani su opisani signalni putoviikapde do agregacije trombocita.

*Heksapeptidni aktivator receptora trombina (etigbmbin receptor activator for peptide 6, TRAP-6).
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Slika 3. Pojednostavljeni prikaz signalnih putova agregaitpmbocita, koja je potaknuta
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razlicitim agonistimaagregacije primijenjenim u ovomagivanju. Poznati su mehanizmi

antiagregacijskogdinka flavonoida ozngeni brojevima koji odgovaraju onima iztablice2.

1.2.1. Antiagregacijski lijekovi

Aktivacija i agregacija trombocita kifmi su dogdaji u formiranju tromba koji moze
prouzr@iti duboku vensku trombozu, pinu emboliju, infarkt miokarda, mozdani udar i sl.
Kardiovaskularne i cerebrovaskularne bolesti vode uzrok smrti u razvijenim zemljama,
stoga se velik napor ulae u pronalaZenje novihitramtbotickih lijekova®. Pregled

antiagregacijskih lijekova prikazan je u tablici 1.

“Antritrombotici su lijekovi koji sprjgavaju nastanak tromba. Ukoliko djeluju na agregettiypmbocita nazivaju
se antiagregacijskim lijekovima, a djeluju li n&sedarnu hemostazu, odnosno koagulacijsku kasketivaju
se antikoagulansima.
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Tablica 1. Antiagregacijski lijekovi: mehanizam djelovanjasmmvne znéajke. (Angiolillo i
sur. 2012.,Ancrenaz i sur. 2010., Antithrombotielists' Collaboration 2002., Cox 2008.)

Zahvatna to¢ka

Lijek Zna ¢ajke

Komentar

ciklooksigenaza
1

acetilsalicilna nuspojave: posljedica
kiselina inhibicije netrombocitnih
COX enzima

receptor ADP-a P2Y12

tiklopidin nuspojave: trombocitopenija,
neutropenija
polimorfizam CYP2C19
klopidogrel
prasugrel
tikagrelor
kangrelor

glikoproteinlib/llla

abciksimab monoklonsko protutijelo
eptifibatid peptid
tirofinab nepeptidna struktura

fosfodiesteraza
dipiridamol

inhibitor PDE3
cilostazol

inhibitorcAMPfosfodiesterazaDipiridamol ima viSe

Terapija je uspjeSna u 25% &hjeva.

Tienopiridini su prolijekovkiji se aktivan
na P2Y12

kangrelor su

oblik ireverzibilno veze
receptor. Tikagrelor i

nukleozidni, odnosno nukelotidni
reverzibilni inhibitori P2Y12 receptora —
primjena u pre/operacijskim stanjima jer
se postoperacijski brzo uspostavlja

normalna hemostaza.

Ova skupina lijekova ne djeluje na
aktivaciju trombocita, we

inhibiraagregaciju. lako antagoniziraju
povezivanje trombocita preko
fibrinogena, glavha mana im je poticanje
aktivacije ~ trombocita  agonigkim

djelovanjem na signalne putove GP

lIb/llla i i.v. primjena.

mehanizama
djelovanja  (inhibira

poveava izvanstadnukonc. adenozina),

sintezu  TxA

slab je inhibitor aktivacije i agregacije

trombocita. Kao i ostali lijekovi iz ove
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skupine, primarno djeluje
vazodilatacijski.

primjenjivane, acetilsalicilnu kiselinu i klopidagr Oba lijeka su ireverzibilni inhibitori, pa
se zeljena funkcija trombocita uslijed krvarenja m@ze uspostaviti samo prestankom
uzimanja lijeka. Utjecaj na agregaciju potrebngiatiti funkcionalnim testovima na osnovi
kojih se moze prilagoditi doza. To je posebice waza klopidogrel koji se aktivira
katalitickim djelovanjem CYP2C19 - enzima podloznog genetsk@olimorfizmu.
Nuspojave klopidogrela ukljwju teSke oblikeneutropenije i trombocitopenije —
trombotnatrombocitopena purpura, a nuspojave acetilsalicilne kiselineaisiju se kao
gastropatije, nefrotok&nost i pseudoalergijska reakcija (astma) (Cox 20B&ancett i sur.
2010., Jackson 2011., Sibbing i sur. 2010., Sweetl@l1.). Stoga potraga za sigurnijim
ljekom, s manje nuspojava i lakSom kontrolotmla, i dalje traje.

1.2.2. Pretrageagregacije trombocita

Funkcionalni testovi agregacije obuléagu spontane i inducirane testove. Vrijeme krvaenj
je spontani i najstariji test agregacije kojim sd#reduje razdoblje potrebno za prestanak
krvarenja iz standardizirane posjekotine. Rezultag pretrage su nekonzistentni, a uvelike
ovise 0 vjestini tehara, debljini koZze na ubodnom mjestu i temperatdtaga se danas
zamjenjuje s automatiziranom ineom -—analizatorom funkcije trombocita (engl.
plateletfunctionanalyzer, PFA®, Siemens, Njentka). Princip rada PFA temelji se na
adheziji i agregaciji trombocita oponasanjem fiafiih uvjeta protoka krvi u krvnim Zilama
u prisutnosti induktora agregacije, p¢emu se mijeri vrijeme nastanka trombocitnog
ugruska.lako ova metoda oponaBavivo uvjete, nedostatak su samo tri dostupne izvedbe s
kombinacijom induktora agregacije (kolagen/adrenakolagen/ADP, ADP/prostaglandin
E;/CaClb) (Hillman-Wiseman 2010., Shantsila i sur. 2008.).

Opticka se agregometrija zasniva na mjerenju pada amscife uslijed stvaranja agregata
trombocita, potaknutog razitim induktorima agregacije. Glavna je prednost dghnike
povezivanje trombocita preko GP llb/llla receptaravelik broj primjenjivin induktora
agregacije (ADP, adrenalin, kolagen, arahidonskeeliia, peptidni aktivatori receptora
trombina, TxAmimetici). Ova je metodadugotrajna,zbog nuznosiprpre plazme bogate

trombocitimauz standardizaciju broja trombocita & njezin glavni nedostatak.Tehnika je
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podlozna intralaboratorijskim varijacijama i ne race primjenjivati na liperainim uzorcima
(McCabe White i Jennings 1999., Shantsila i sud820

Impedancijska se metoda zasniva na mjerenju porpt@a uslijed potaknute agregacije
trombocita na elektrodama. Prednosti su ove megei@stavnost i brzina. Dodatna obrada
krvi (priprema plazme bogate trombocitima) nije rebha.Moze se provoditi s rasitim
induktorima agregacije, a za ispitivanje se korisi@e koltine krvi (samo 300 pL), Sto ju
¢ini pogodnom za istrazivéie svrhe kao Sto je rad na animalnim modelima(Clatsur.
2006., Jambor i sur. 2009., Kalbantner i sur. 2009.

1.3. R&unalno simuliranje bioloSkog Wwinka

Kvalitativno ispitivanje odnosa strukture i djeloya (engl. structureactivity-relationship,
SAR)opisuje utjecaj strukture ili strukturnih sviagyga na aktivnosti pra@avanih spojeva, dok

se QSAR (englguantitativestructure-activity relationship) bavi pronalazenjem kvantitativhe
veze izmdu molekulske strukture idinka. Prva primjena QSAR-a seZe u 1863. godinu kada
je objavljen doktorski rad na temu toksosti primarnih alifatskih alkohola i njihove
topljivosti u vodi (Cros 1863.). Stolje i pol poslije QSAR se afirmira u toksikologiji i
kozmetici u okviru europske zakonske regulativeg kamjena za testiranja na Zivotinjama
(REACH 2006.).

Prema osnovnom postulatu QSAR-a, aktivnost je eoslip kemijske strukture. Dakle
fizicka, kemijska i bioloSka svojstva su posljedicaldtritnih karakteristika molekule kao Sto
su geometrijska, elektronska, hidrofobna i drugejstva (Selassie 2003.).Za postavljanje
QSAR modela potreban je skupmolekula poznate absiinskup molekulskih deskriptora
koji opisuju strukture molekula i tien povezivanja- statisttke metode analize koje seZzu od

jednostavne linearne regresije do strojnognja.

1.3.1. Molekulski deskriptori

Molekulski su deskriptori rezultat latkih i matemaitkih transformacija kemijske
informacije. Dijele se na teorijske i eksperimenéal eorijski deskriptori pretvaraju strukturu
u koristan broj.Eksperimentalni deskriptori pred§gau rezultat nekog standardiziranog

pokusa (Todeschini i Consonni, 2000.). Eksperimentieskriptori opisuju fizikalna svojstva

10
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molekula, kao Sto su I&y polarizabilnost, molekulska refraktivnost, dipomoment i dr.
Teorijski molekulski deskriptori temelje se na swohbkom prikazu molekule, a prema

dimenzionalnostistrukturne informacije dijele se na

« 0D - opisuju svojstva molekula na osnovi sazeteekudske formule, npr. broj atoma
» 1D - opisuju svojstva supstituenata, fragmenatgdionalnih skupina
e 2D - opisuju veze iznd® atoma u molekuli — topoloski indeksi

* 3D - opisuju konfiguraciju molekule — geometrijskericki i volumni deskriptori.

Topoloski indeksi¢ine najvéu skupinu teorijskin molekulskih deskriptora. Topgki je

indeks numetika vrijednost interpretacije molekulskog grafa, laZzs za povezivanje
strukturnih karakteristika s djelovanjem, odnosktivaosu neke molekule. Molekulski graf
predstavlja strukturu molekule, gdje atom odgovaexteksu(toki ili vrhu), a veza

bridu(grani ili liniji) (Diudea i sur. 1999., Trigsti¢ 1993.).

Osim jednostavnih deskriptora, temeljenih na pralwanju (npr. atoma u molekuli) i
topoloskih indeksa, koji se r&%e primjenjuju u modeliranju aktivnosti velikih
kongenerinih serija ili heterogenih skupova molekula, kariste i stetki (van der
Waalsovvolumen, povrSina), hidrofobni (Hanschovandtanta hidrofobnosti) i elektronski
parametri (ukupna energij&yomo, ELumo, dipolni moment, parcijalni naboj). Tako npr. g
opisuje lipofilnost molekule i njezin potencijalgiaza kroz stadne membrane (npr. krvno-
mozdanu barijeru). Molarnarefraktivnost opisujegmaijalne Londonove sile, broj donora i
akceptora vodikove interakcije, a parcijalni nabonske interakcije s potencijalnom metom.
Stoga se odabir molekulskih deskriptora temelji nphovoj mogunosti, odnosno
jednostavnosti interpretacije. Skup molekulskih kdigsora, u idealnom slaju, treba
sadrzavati one deskriptore koji ne nose istu infarinikoji su slabo m@&usobno korelirani
(Padron i sur. 2002., Scior i sur. 2009.).

1.3.2. Strojno Wenje bez &itelja. Dendrogrami i formiranje klastera

Strojno je @enje automatizacija procesa induktivnogemja. Standardne metode strojnog
uéenja pokuSavaju protia i opisati strukturne pravilnosti u podacima, a guo biti
klasifikacijske ili asocijacijske. U asocijacijskontenju primjeri (u naSem staju bioloSka
varijabla) nisu Klasificirani (€enje bez ditelja ili nenadzirano &enje), a cilj je postupka

uociti implicitne odnose koji postoje mda podacima (molekulskim deskriptorima) (Han i

11
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Kamber 2001.J ovu skupinu analitkih metodasvrstava se analigievnih komponenti
(engl. principal componentanalysis, PCA), samoorganiziraje mape (engl. self-
organizingmap, SOM), metodak-najblizih susjeda (englk-nearest-neighbour, KNN),
formiranje dendrograma te analiza klastera i diav@h prednost nenadziranogeunja je

nepristranost algoritma prilagatavanju zavisne varible nezavisnokao Sto jnpr. trazenje
korelacije (Livingstone 200%.

Hijerarhijsko formiranje klastera ima za cilj grugnje spojeva na temelju njihovecslosti.
Mjera sliénosti moze biti euklidska udaljenoPearsonova korelacija, Manhattan udaljen
dr. Spajanjem najblizih parova spojeva u klastergtaje hijerehijsko stablo ili dendrograi
Obicno se pod pojmom analiza klasipodrazumijeva aglomeracijska, hijerarhijsk
jednopovezna tvorba klasteréazani naslici 4 (Kapetanowii sur. 2004).N elemenata tvori
N-1 klastera. Ukoliko je mjera shosti euklidska udaljeng, sli¢niji elementi imaju manij
vrijednost euklidske udaljend. U slwaju da je mjera sinosti Pearsonov koeficije

korelacije,sli¢niji elementi klastera imaju ¢e vrijednost

1

Pearsonov koeficijent

sliénost
relativna euklidska udaljenost

-]

Slika 4.Dendrogramanalizeklastera.

Problem u formiraju klastera predstavljprocjenaznaajnosti dobivenih klaste. McFarland
I Gans (1987%.ponudili su rjeSenje problema analizznaajnostklastera Neka u skupu od
N spojevaklaster aktivng#pojevaciniM elemenata. Tada je broj teskjh klastera ocM

elemenata jedna@l).Ozna“:imo li s A broj klastera iste ili j&& povezanosti (npr. mar
prosje&ne udaljenostilyjerojatnosisiu¢ajnog pronalazenja klasterabtlelemenatiste ili jace

povezanosti jednaka je1 = A/(}).Ako u primjeru navedenom na sliciklaster aktivnih

12
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spojevacine spojevi 3 i 4, onda je teorijski broj klastezd dva elementa u skupu od 6
spojeva(g). Dva su klastera (1 i 2) iste iliga povezanosti te je vjerojatnost &inog
pronalazenja klastera dd elemenata iste ili {& povezanosti jednaka= 2 / 15 = 0,133. No,

I sami autori koncepta daju prednost kombingkanm pristupu rjeSavanju problema na
velikim skupovima podataka pred iscrpnim pretragjgen svih uzoraka (Livingstone 2009.).
Stoga je u ovom radu procjena Zamosti dobivenih klasteraprovedena viSedimenazijski
ponovnim uzorkovanjem (enghultiscalebootstrapesampling) (Shimodaira2004.). Neka se
od skupa odNelementa (spojeva) generiBaskupova s manjim, jednakim ili &&en brojem
elemenata. Od svakog generiranog skupa na temaljabli (molekulskih deskriptora),
formira se hijerarhijsko stablo. Ukoliko su dva gppovezana u isti klasteputa, onda je
jedna od mjera z®ajnosti klastera omjek/B. Npr. ako dva spoja uvijekine isti klaster
(k = B) onda je stabilnost klastera 100%.

1.3.3. Strojno Wenje s witeljem. Slu¢ajna Suma

U klasifikacijskom @enju, koristéi skup ve& klasificiranih primjera (denje s diteljem ili
nadzirano tenje) algoritam pokuSava natl nacin klasifikacije novih primjera, tj.
konstruirati opis svake od klasa. U najjednostamijse sltaju koristi logisttka regresija.
No, u potrazi za najboljim modelom, regresijskali@age inferiorna kada se provodi analiza
velikog broja molekula i molekulskih deskriptoratéko velikom skupu podataka mdagost

se pronalazenja slajne korelacije povava, te se prednost daje umjetnim neuronskim
mrezama (engl. artificialneuralnetworks, ANN), genetskim algoritmima (engl.
geneticalgorithms, GA), strojevimas potpornim vektorima (engupportvectormachines,
SVM) i slu¢ajnim Sumama (engtandomforests, RF)(Livingstone 2009.).

Slwéajna je Suma metoda asocijacijskog st@ksty uenja,zasnovana na tvorbi zdruzenih
stabala odluke, a kotiao se predvanje donosi metodom zdruzivanja rezultata, odnosno
vecinskim glasovanjem u staju predvianja klasa. Ova metoda u osnovi ima tehniku stabala
odluke, koja se zasniva na izboru onih deskriptovdgovarajéih grantnih vrijednosti za

koje se postiZe najtoija klasifikacija objekata, u naSem &hju ispitivanih spojeva (slika 5).
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SR

inaktivan aktivan aktivan
aktivan inaktivan

Slika 5.Prikaz principa sléajne Sume.

Za izgradnju sléajne Sume dovoljno je definirati broj stabala o@lfk prikazanor primjeru
5), broj molekulskih deskriptora za formiranje geanuobiajeno drugi korijen broje
molekulskih deskriptora) i minimalnu véinu termnalnog ¢vora (1). Konana se odluka

donosi véinom glasova.

Prednostjeprimjene metode séajne Sum toc¢nostpreduianja, koja je veéa u odnosi
naveinu drugih metodaBreiman 200.). Ova metoda moguwuje manipulaciju velikin
skupovimapodataka, te je brza i manje podlozprepodeSavanju (encoverfitting), Sto je
cest sléaj s ANN. Relativhge robusna na bjegunce (engltliers) i Sumove,a mogude je
koristiti i nepotpuneskupove podataka. Metodadaje i procjenugpeSke i korelacijeRF
vrednuje molekulskedeskripto, c¢ime se omogtuje izbor relevantnil molekulskih
deskriptora koji objasSnjavaju postavljeni mc¢. Jednostavngetehnika za parelizaciju, a
algoritmi sulako primjenijivi jer korisnik,u najjednostavnijem skju, samo definira broj
stabala i deskriptora kojte sudjelovati u rastu stal. Nedostatci skajne Sum su
nemogunost izravne intepretaci uvida u odabir kriterija vrednovanja séabije modeliranje
na manjim skupovim@odatak (Breiman 2001., Svetnik i sur. 200®ebeljak 200.). Sve
navedeno omodgilo je Siroku primjenuslucajne Sumeu QSAR i QSPFHistraZivanjima na
podritju biomedicine (Biljansur. 201.., Hsieh i sur. 2011 Palmer i sur. 20(.,, Svetnik i sur.
2003.).
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1.4. Flavonoidi, agregacija trombocita i QSAR — lieraturni pregled

Antiagregacijsko djelovanje flavonoida temelji sa mhibiciji aktivacije i agregacije
trombocita, a moze biti posljedica pé&gme produkcije prostaciklina koji sintezom atkibg
adenozin-monofosfata (CAMP) smanjuju agregacijuntyocita (katehinsko-antocijanidinska
frakcija dealkoholiziranog vina povava razinu cCAMP). Flavonoidi taer mogu inhibirati
fosfodiesterazu odgovornu za razgradnju cAMP. tako mogu sprij&@ti adheziju leukocita i
trombocita pojgavajuti produkciju dusSikova oksida (inhibicija agregacifeombocita s
poja&canom produkcijom NO primifeena je kod dobrovoljaca koji su konzumirali sok
grozia). Ispitivano je i dokazanoda jesmanjenje agrégacombocitanvitro posljedica
inhibicije aktivnosticiklooksigenaze,lipooksigenaze@ozin-kinaze ifosfolipaze (Akhlaghi i
Bandy 2009., Freedman i sur. 2001., Guerrero iZ05., Leifert i Abeywardena 2008., Lill i
sur. 2003., Nakahata 2008., Navarro-Nufezi sur92P@ang i sur. 2011.,Pignatellii sur.
2000., Pignatelli i sur. 2006.).Pregled mehanizankajimaflavonoidi ostvaruju
antiagregacijski ¢inak prikazan je u tablici 2. Podaci pokazuju rdikust i nekonzistentnost

ucinka pojedinihflavonoida (npr. hesperetina) na ggogu trombocita.

Istrazivanjaantiagregacijskoginka invitropokazala suda flavonoidi iskazuju antiagregacijski
ucinak u mikromolarnim koncentracijama. Guerrero r.s{2005.) su utvrdili daapigenin,
dimetilapigenin, roifolin, luteolin, diosmetin, getein, kvercetin, rutin ikatehin inhibiraju
agregaciju trombocita u rasponu koncentracija sd)lC9,3-100QuMkoja je potaknuta
kolagenom, 24;5100QuMkoja je potaknuta arahidonskom kiselinom 2800 uMkoja je
potaknutatrombinom. Katehin, u koncentracijama dd & 100 uM, te kvercetin, u
koncentracijama od 10 do 2(M, inhibiraju agregacijutrombocita koja je potakaut
kolagenom,dok se u manjimkoncentracijama postibergisttki ucinak (Pignatelli i sur.
2000., Bucki i sur. 2003.).

Antiagregacijski ginak polifenola dokazan jein vivo. Citrusi i prehrambeni proizvodi na
bazi citrusa, bogati naringeninom i hesperetinoakaguju negativnu korelaciju s rizikom od
nastanka kardiovaskularnih bolesti. Naringenin\aietireceptore estrogena ERERp, dok
hesperetin aktivira receptore estrogenaikRotice oslobdanje NO, koji u konénici moze
djelovati antiagregacijski (Liu i sur. 2008.).Palap i sur. (2007.) su pokazali da ekstrakt
grejpa, bogat flavonoidima, statidti zna&ajno smanjujeagregacijutrombocita koja
jepotaknuta ADP-om.
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Tablica 2. Literaturni pregled utjecaja flavonoida na agrggacombocita.

Mehanizam djelovanja flavonoida

Utjecaj ispitanih 1avonoida na agregaciju trombocita

Literatura

1 — promjena funkcije lipidnogdvosloja

2 — oksidativni stres

3 — intracelularna koncentracija kalcija

4 — inhibicija fosfolipaza C — P2
— Syk
5 — inibicijacAMPfosfodiesteraza

6 — inhibicija ciklooksigenaza — COX1
Cox2

7 — inhibicija tromboksan Aintaza

| kvercetin, naringenin, hesperetin

| epikatehin

| hesperetin

< hesperetin

1 hesperetin (preko ksantin-oksidoreduktaze)
1 bajkalein, morin, miricetin, kvercetin, rutin
| hesperetin

| 3,6-dihidroksiflavon

1 izoramnetin, izosakuranetin

| kvercetin, apigenin, katehin, tamariksetin
| kvercetin, apigenin, katehin, tamariksetin
| hesperetin (indirektno preko NO)

| luteolin, kvercetin, apigenin (direktno)

| hesperetin, kvercetin

| luteolin, kemferol, hesperetin, naringenin

| epikatehin

Saija i sur.5199
Poletto i sur. 1996., Neiva i sur. 1999.
Hwang i Yen 2009.
Orallo i sur. 2004.
Dew i sur. 2005.
Chou i sur. 2007.
Jin i sur. 2007., Hwang i Yen 2009.
Ogunbayo i sur. 2008.
Hwang i Yen 2009.
Hubbard i sur. 2004., Wright i sur.
2010.
Liu i sur. 2008.
Dell'Agli i sur. 2008.
Jin i sur. 2007., Lee i Kim 2010.
Lee i Kim 2010.
Vibes i sur. 1994.

Redni brojevi odgovaraju mjestima djelovanja nanaigim putovima prikazanim na slici 3.

Legenda utjecaja; — smanjujes~ — ne utj€e, 1 — poveava.
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Prowavajui utjecaj crvenog vina na agregaciju trombocitaak{@ potaknuta ADP-om |
sintezu eikozanoida, Pace-Asciak i sur. (1995dlusu datrans-resveratrol i kvercetin za

razliku od epikatehina, inhibiraju agregaciju zbolibicije sinteze tromboksana.B

Osim flavonoida i fenolne kiseline pokazuju antegacijski @inak Sto su pokazali Luceri i
sur. (2007.) ispitujéi p-kumarinsku kiselinunvitro i in vivo, no taj je @inak postignut u

velikimkoncentracijama.

Sustavnim su pregledom (ukdujuci metaanalize) Tempfer i sur. (2007.) za&ijuda niti
jednom od ispitivanih fitoestrogena (izoflavonoidiije dokazano protektivnho djelovanje u
spriggavanju raka dojke, loma kostiju ili kardiovaskuldrrbolesti. Suprotno tome, novije
istrazivanje na velikom je uzorku populacije pokazda hrana bogata izoflavonoidima
(leguminoze, soja, tofu) stiti od raka endometf@dlberding i sur. 2012.). Dvojbe postoje i u
invitro istrazivanjima. Tako su, Neiva i sur. (1999.) dilirda epikatehin ipak inhibira
agregacijukoja je potaknuta ADP-om, arahidonskoselkiom i noradrenalinom, te smanjuje
produkciju malonaldehida.Istrazivanja de Langa . s{2007.)pokazalasu da epikatehin
inhibira agregacijutrombocita tek u koncentracijameim od 160 pM. U ex
vivoistrazivanjima utjecaja kakaa na agregaciju trontbppokazano je da katehini inhibiraju
agregacijukoja je potaknuta ADP-om i adrenalinoreafBon i sur. 2005.), dokepikatehin taj
ucinak postiZze istim mehanizmom kao i acetilsalicikiselina kada je agregacija potaknuta

arahidonskom kiselinom ili kolagenom (Heptinstadlr. 2006.).

MiSljenja znanstvenika ostaju podijeljena jer izvpolifenola predstavljaju kompleksne
smjese véeg broja polifenola, te je djelovanje vjerojatnosipedica sinergistkog winka
(Janssen i sur. 1998., Violi i sur. 2002.).

Prema dostupnim podacima iz literature, sustavndAR)Sstrazivanje odnosa strukture
polifenola i antiagregacijskogéinka nije provedeno. Sustavno SAR ispitivanje ptadf
nedavno objavljeni rad Navarro-Nufez i sur. (206®j)m su pokazali kako male promjene
na strukturi utjéu na jedan segment antitrombocitnagnika flavonoida. Naime, dolazi do
kompetitivne inhibicije SQ29548, antagonista reogptromboksana A SAR istrazivanja na
manjim uzorcima provedena su na nizu heterogerofesa izoliranih izZingiberaceae vrsta

i prenilflavonoida izoliranih izArtocarpuscommunis (Jantan i sur. 2008., Weng i sur. 2006.).
Slicnu su QSAR analizu planiranu u nasSim istrazivanjmaaravili Roma i sur. (2003.) na
novosintetiziranim bicikkim i triciklickim derivatima kumarina, kromona i 4(3H)-

pirimidinona.
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U razvijenim zemljama né&g&isuuzrok smrtnosti kardiovaskularne bolesti. Trogitbhosu
uklju¢eni u hemostazu, trombozu i upalne procese, a d&aadkularne bolesti mogu biti
upravo posljedica patoloSke aktivacije trombocNajéce&e primjenjivani lijek u prevenciji
kardiovaskularnih bolesti je acetilsalicilna kiselj no zbog brojnih ozbiljnih nuspojava, pa i
smrtnih ishoda, velika sepaznja poaye istrazivanju lijekova kojte inhibirati agregaciju
svoje djelovanje temelji na inhibiciji receptoraeadzin-difosfata, koji takier pokazuje
rjede, ali ozbiljne nuspojave poput tromhioie trombocitopene purpure. Od izoliranih
prirodnih spojeva takvo djelovanje pokazuju poldenprvenstveno flavonoidi i prirodni
izvori bogati polifenolima, kao Sto su vino (fras&uparadoks), zelertiaj (azijski paradoks),

tamnacokolada, gingko i propolis.

Osim znanstvenog doprinosa, istrazivanje antiagig@g djelovanja potencijalnih novih
farmakoloski aktivnih spojeva, nosi i druStvenu, nosho ekonomsku opravdanost.
Prevalencija kardiovaskularnih bolesti (hipertemzijkoronarne s$ane bolesti, infarkt
miokarda i mozdani udar) u SAD-u godine 2010. i#lage 37%, rezultirajéi s 272 milijarde
dolara direktnih i 172 milijardedolara indirektnthoSkova(Heidenreich i sur. 2011.). | u
Europskoj seuniji ovaj problem shiaozbiljno jer se ¢&ekuje povéanje troskova od 40% za

lijec¢enje ovih bolesti i njihovih posljedica u sljéile dvadeset godina.

Temeljna in vitroistrazivanja ukazuju na opravdanu primjenu polifana sprj€avanju
kardiovaskularnih bolesti. Kligka suistrazivanja utjecaja flavonoida na antiagrgsjd
ucinak opisana u brojnim radovima, no rezultati swjdeni. Ve&ina radova u kojima su
opisanan vitroistraZivanja, koristi plazmubogatu trombocitima raxgcen broj flavonoida.
Stoga je nuzno provesti opseznije i pouzdani vitroprobiranje flavonoidana
antiagregacijski €inak, a pozeljno je i postavljanje odgovatsgg QSAR modela koji bi dao
jasniji uvid u farmakoloske determinante takvognka. Takvo ¢eistrazivanje doprinijeti
razumijevanju mehanizma djelovanja flavonoida mgibogatih prirodnih izvora, kao Sto su

propolis i vino.

U ovoj ¢e se disertaciji provesti ragii in vitro testovi agregacije trombocita koja je
potaknuta razéitim agonistima agregacije (ADP, arahidonska kisglikolagen, ristocetin i
TRAP-6). Mjerenja¢e se provesti impedancijskom metodom u punoj kRiedlozena
¢eistrazivanja omoditi izbor najboljihflavonoida antiagregacijskoginkai procjenu utjecaja

dnevnog unosa flavonoida imavivo agregaciju trombocita.
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3.1. Materijali
Standardi flavonoida i priprema radnih otopina

Odreiivanje antiagregacijskogcinka, u testu agregacije trombocitakoja je potakndDP-

om,provedeno je na 30 standardnihflavonoida:

» akacetin, homoeriodiktiol, izoramnetin, izosakutameramnetin, siringetin,
tangeretin (BioChemika,Svicarska)

* apigenin, krizin, flavon, kvercetindihidrat (Flukdjemaka)

» krizin-dimetileter, daidzein, diosmetin, fisetin,orinononetin, genistein,
luteolin, pinocembrin, pinocembrin-7-metileter, petin, tektokrizin
(Extrasynthese, Francuska)

- epikatehin, galangin, hesperetin (Sigma-Aldrichic&sska)

» 3-hidroksiflavon, 6-hidroksiflavon, 7-hidroksiflamp 3,6-dihidroksiflavon i
3,7-dihidroksiflavon (ChromaDex, SAD).

Klopidogrel (HALMED, Hrvatska) je u ovom testu ksien kao pozitivha kontrola.

Odreiivanje mehanizma antiagregacijskog i proagregangsktinka provedeno je na 5
flavonoida: pinocembrin-7-metileter, epikatehin, speretin, 6-hidroksiflavoni
3,6-dihidroksiflavon.

Za odvagu ~ 1 mg flavonoida, ovisno o molarnoj nflasionoida, koriStena je laboratorijska
vagaMettler-Toledo AB135-S/FACT(Mettler-Toledo, INSAD). Radne otopine flavonoida
priredene su otapanjem i razdjganjem flavonoida u dimetilsulfoksidu (DMSO; Sigma
Aldrich, Svicarska).Koristen je koncentracijski pas od 15,1 mM do0,0001mM ovisno o
pojedinom flavonoidu, Sto odgovara kénan koncentracijama od 488uM do 0,030 uM u

punoj Krvi.

Uzorci krvi

Uzorci svjeze citratne krvi zdravih dobrovoljac&galjeni su u vakuum epruvete od 4,5
mL(Vacutainer BD, SAD). U istrazivanju za procjenantiagregacijskog dnka
flavonoidasudjelovalo je 150 ispitanika i 10 dolwlpwih ispitanika za procjenu normalne

raspodjele rezultata agregacijskog testa u zdrgegulaciji. Svi suispitanici dali pisani
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pristanak za sudjelovanje u istrazivanju (prilog. B)vaj je rad odobren od é&tih
povjerenstava Hrvatskog zavoda za transfuzijskuicmad i Farmaceutsko-biokemijskog

fakulteta SvetiliSta u Zagrebu, te je proveden u skladu s Helksinsdeklaracijom.

Kemikalije i instrumentacija za odfivanje agregacije trombocita
Koristeni su sljed& induktori agregacije (Dynabyte, Njedia):

« 0,2 mM ADP (ATPtest)

* 100pg/mL kolagen (COLtest)

« 1 mM TRAP-6 (TRAPtest)

* 15 mM arahidonska kiselina (ASPItest)
e 10 mg/mL ristocetin (RISTOtest).

KoriStenesu fizioloSke otopinepripremljenestandarednim postupcima u Hrvatskom zavodu

za transfuzijsku medicinu, Zagreb, Hrvatska:

» fizioloSka otopina natrijeva klorida (0,9% NaCl)

» fizioloSka otopina s kalcijevim kloridom (0,003 MaCk u 0,9% NaCl).

Odretivanje agregacijeprovedeno je mjerenjem impedancigvetama s dvostrukim parom
srebrenih elektroda na Multipl&terraeiaju (Dynabyte, Njemika; slika 6).

Slika 6. Multiplate® ureiaj za praenje agregacije trombocita.
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Programski paketi koriSteni za statidtu obradu podataka i QSAR modeliranje

Optimizacija molekulske geometrije provedena jeval@acijskoj verziji HyperChema 8.0
(Hypercube, SAD). Molekulski su deskriptori genanr u MOPAC 7 (Stewart
ComputationalChemistry, SAD) i ACD/ChemSketch (Waee)11.0

(AdvancedChemistryDevelopment, Kanada) paketima.

Globalni su deskriptori preuzeti s mreznih aplik@tiemspider.com (Royal
SocietyofChemistry, UK) i chemicalize.org (ChemAxon, SAD) posredstvom
ACD/ChemSketch (Freeware)11.0 programa.

Statisttka obrada podataka, predanje metodom sliajne Sume (RF) i eksterna validacija
(LOO) provedene su uprogramu R v2.8.1 (R Foundafaoistrija).
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3.2. Metode
3.2.1. Impedancijska agregometrija

Odreiivanje agregacije trombocita provedeno je impedskam metodom u punoj Krvi
(slika 7). Mjerenje se provodi u kiveti (slika 7sjlva nezavisna para elektroda Sto osigurava
kvalitetu mjerenja. Impedancijska se agregometbgzira nacinjenici da trombociti u
mirovanju nemaju sklonost stvaranja ugruska, ndiki&alode do aktivacije, trombociti se
pricvr&Cuju u fizioloSkim uvjetima na krvnu Zilu, a u laladorijskom testu na umjetnu
povrSinu odnosno elektrodu (slika 7-b). Pri toméaj&lektréni otpor koji se snima, te se
rezultat iskazuje kao povrSina ispod krivulje(Casti sur. 2006.). Slika 7-c snimljena

elektronskim mikroskopom predstavlja agregacijunipocita na Multiplat® uretaju.

Slika 7. Princip impedancijske agregometrije.

Prednosti su ove metode jednostavnost i brzinaabadobrada krvi nije potrebna, za razliku
od opttke agregometrije gdje se od pune krvi pripremarplabogata trombocitima.Metoda
se moze provoditi s raZltim induktorima agregacije (ADP, kolagen, ristanetTRAP-6,

arahidonska kiselina), a koriste se maledioé krvi (Calatzis i sur. 2006., Calatzis2007.).
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3.2.2. Odredivanje minimalne antiagr egacij ske koncentracije
Provedba teta agregacije tromboci

Agregacijaje trombcita analizirana na Multiple® uredaju. Koristena je genetia procedur
proizvadaca instrumenta 300 pLkrvi inkubirano je tijekom 6 minuta s 2@Lotopine
flavonoidai 300pLfizioloSke otopinesCaCh(ASPItest i RISTOtest)li bezCaCh(ADPtest,
COLtest i TRAPtest)ngemperaturi oc37 °C. Za negativnu j&ontrolu koristeno otapal—
DMSO (onana koncentraciDMSO-a 3%-tna). Agregacijskajekaskada potaknui
dodatkom 20 ulLreagensa sodabranim agonistomagregacije. Ko&@a jekoncentracija
induktora agregacije u pojedm testovima bila: 6,31M ADP; 3,1 ung/mL kolagen 31
uUMTRAP-6; 0,48 uMarahidonska kiselina odnosno 0,3 mg/mL ristocethgregacij: je
mjerena tijekom 6 minuta i izrazena je kao povrssgpod krivuje u arbitrarnim jedinican.

Provedba jegregacijskog testa ilustrirana na s8.

Slika 8.Provedba agregacijskog te A —postavljanjekiveta s magnetskim mje&m u
inkubacijski blok Multiplat& analizatora, B —spajanje mjernih elektro@ainstrument, (-
dodavanje krvi i reagensB,—inicijacija agregacije dodatkom indukt, E —iskazivanje

rezultata povrsina ispod krivulje).

Ukoliko je uaen antagregacijski tinak, rezultat je iskazan u obliku minimal
antiggregacijske koncentracije flavonoidMINaAC).U protivhomproagregacijslie winak
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zabiljezen.MINaAQJe najmanja koncentracija flavonoida koja statistznatajno smanjuje

agregaciju u odnosu na negativnu kontrolu istogasgka.

Postupak odréivanja minimalne antiagregacijske koncentracijesflacida

Prvo je potrebno izmjeriti agregaciju kontrolnogotka (bez dodatka flavonoid&UGC) i
uzorka flavonoidaAUC). Ukoliko je razlika agregacija va od 5%, potrebno je napraviti dva
dodatna mjerenja na novim uzorcima citratne krvsugrotnom, koncentracija se flavonoida
udvostrdi, a prvi se korak ponovi. Ako flavonoid u analaoj koncentraciji pokazuje
statisttki znaajno smanjenje agregacije trombocita,u odnosu naréimi uzorak! tada
analizirana koncentracija odgovara minimalnoj ajregacijskoj koncentracijiMINaAQ).
Ukoliko ne postoji statistki znatajna razlika, koncentracija se flavonoida udvasije i
analiza se ponavlja od prvog koraka. Prethodno dewe vrijedi, ukoliko analizirana
koncentracija nije prva analizirana (n > 1) jerlanatreba ponoviti od p&etka, uz dvostruko

manju koncentraciju flavonoida.

Postupak je slikovito prikazan na primjeru prunat(slika 9). Razlika agregacija analizirane
koncentracije prunetina(3,8M) u odnosu na kontrolnu nije & od 5% (58 U vs. 59 U).
Stoga se provodi dodatno mjerenje s dvostrukom ésatnacijom prunetina (7 6M). Kako je
razlika u agregaciji sada & od 5% JAUC = 17%) mjeri se agregacijatrombocita £
koncentracijom prunetina(7,6uM) na dva nova uzorka citratne krvi. Analizirana
koncentracija prunetina statidti znatajno smanjuje agregaciju u odnosu na kontrolni aizor
(p = 0,033) te jgMINaAC = 7,6 uM.

Statisttka je analiza provedena primjenom Studentbt@sta u programu R. Normalna je

raspodjela agregacije na 10 zdravih dobrovoljastréga Shapiro-Wilk testonp & 0,501).

! Hipoteza o nepostojanju razlikkld) je testirana Studentovitatestom za parne (zavisne) podatke: 3 mjerenja
kontrolnih uzoraka i uparenih mjerenja na uzorcikng s dodatkom flavonoida. Kako je r§eo smanjenju
agregacije odabran je jednosmjerni t-test. Ukojékp<a (0,05) hipotezad, se odbacuje.
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citratna krv 1
AUC, =59 U AUC;gm) =58 U AUCqum) =

20040 CTTITUTIITONN 20040

citratna krv 2
AUCO =57U AU9(7,BUM =43 U

171720040 : [T 0080

dva dodatna
uzorka krvi
AUC, i AUC,

DT P SanReaa
AR Loloay AT oy

citratna krv 3
AVL‘JCO =63U AUC7em =

Slika 9.Slikoviti prikaz odréivanjaminimalne antigregacijske koncentracije flavono
(MINaAC). Fava i crvena linija nislici ozna&avaju dva paralelna mjerenja istog uzol

Ukoliko je razlika izméu dva mjerenja W@ od 10% upozorenje o kvaliteti mjere je

istaknuto i mjerenje trel ponoviti.

3.2.3. Molekulski deskriptori

Na osnovi nacrtane strukture flavonoida (sl10) u programu ACD/ChemSketgenerirani

su deskriptori supstituenateolumen Vs), masa ) i hidrofobna konstanta po Hansclzy).

_
Ry \T/ \T/ R,
Rsg Ry

Slika 10. Osnovni kostur flavonoic koriSten za r&unalne proréune s nazrgnim
supstituentim Ry, R, R4, Rs, R7, Rg i Ro.
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Pretrazivanje konformacijskog prostora u potrazien@rgetski najpovoljnijim energetskim
stanjem ispitivanogflavonoida,provedeno je u progra HyperChem. Inicijalna je
geometrijaodréena molekulsko-mehatkim metodama. Konformacije su generirane Monte
Carlo algoritmom, a geometrija je optimirana pringen semiempirijske AM1 metode.
Torzijski je kut postavljen izndu atoma 32-11-12, a limiti pretrazivanja na 1000000
iteracija i 1000 optimizacija. Ostale automatskestpeke proréuna nisu mijenjane, a

navedene su na slici 11.

Initial Conformations

Choose mitial conformations to vary by:
@ Usage
(") Random Walk

-, ;
Setup Ranges El Acceptance Energy Criterion

Ranges For ¥ariations & Maximum El kcal/mol above best
Humber of simultaneous variations: to -_ N . .
- () Metropoliz Criterion:

- - - - . t -
Range for acyclic torzion variation: to Use T = I:I K. gwitch to K
Range for ring torsion Hexing: t to (120 (- after I:Ilepga[ed or rejected

aK | Cancel | (1] 4 | Cancel |

| Optimization Options E|

= Test Options For Search El Optimization Termination
Pre-Optimization Checks BMS Gradient [0.01 kcal/{L mol)
[ :Skip if atoms closer thani |0.8 L Maximum Cycles |10000

[® Skip if torzions within (15 |* of prev.

Screen update period I:l cycles

Post-Optimization Check l—l
[ Discard if chiral centers change L Lae |

Duphcation Tests

i [imits For Search g|
[X Energy within [0.05 |kcal/mol Termination

Conzider structures to be duplicates if:
- Stop search after:

Yaried torsions within o

- 1000000] jterations or
[®¥ BMS emor within 0.25 L -

oplimizations

[% lgnore hydrogens in RMS Fit

[® Use equivalent atom orders Conformations
Don't keep more than:

conformations

(1] Cancel ‘ [1].4 | Cancel ‘

Slika 11. Postavke konformacijskog pretrazivanja u HyperCliem

Specify Atomz To Compare... |
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Energetski najpovoljnija konformacijaamtformatu koriStena je za iztane u MOPAC-u uz
klju¢ne rijgi AM1 te charge=0, pmep minmep gpmep bondsxyz 1z MOPAC-a su preuzeti
sljedeti deskriptori: ukupna energijeEf), energija najviSe popunjene molekulske orbitale
(Enomo), energija najnize slobodne molekulske orbitalg y(ic), COSMO povrSina
(COSMO-A) i volumen (COSMO-V), dipolni moment)( parcijalni (PC) naboji atoma i
supstituenata, red veze (BO) i duljina veze (ID).

Predvdene vrijednosti fizikalno-kemijskih parametra: BogPacp), gust@a (p), povrsSinska
napetosts#), temperatura plamistdy), entalpija isparavanja\,), temperatura vrelistag) i

tlak para fv), preuzete su iz ACD/Labs-a, topljivos) (z EPI Suit-a ¢hemspider.coim a
izoelektrena ta&ka (d) i logP (logPchem)y S chemicalize.orgi chemspider.conmreznih

aplikacija.

Svi su ostali globalni deskriptdrpreko poveznice u ACD/ChemSketchu preuzeti iz meez
aplikacije chemicalize.org a ukljwuju: OD i 1D-deskriptore, deskriptore vodikove veze
indekse fleksibilnosti, hidrofobne, geometrijskesterckeparametre,elektronske i kvantno-
kemijskedeskriptorete topoloSke indekse (tablica lB)nastavku su navedene definicije i
zna&ajke pojedinih molekulskih deskriptora te pripadajliteraturni izvori po kojima se
molekulski deskriptori izréunavaju.

0D i 1D-deskriptori, deskriptori vodikove veze,ekdi fleksibilnosti

Molekulski deskriptori kojim se prebrojavaju pojediatomi, veze, funkcionalne skupine i
prstenovi u strukturi predstavljaju jednostavneiQD-deskriptore. Mogu sluziti kao binarne
varijable — indikatori prisustva strukturnih zagki. Ukljucuju: broj asimettinih atoma
(AAC), broj atoma izvan prstena (ACAC), broj atomaalifatskim vezama (AIAC), broj
alifatskin veza (AIBC), broj za&nih prstena (AIRC), broj atoma u aromatskim vezama
(ArAC), broj aromatskih prstena (ArRC), broj arosiah veza (ArBC), broj atoma u lancu
(CAC), broj aromatskih prstena s ugljikovim kostawrdCARC), broj veza u lancu (CBC),
ciklomatski broj (CN), broj prstena s ugljikovim &torom (CRC), broj fuzioniranih za&sinih
prstena (FAIRC), broj fuzioniranih aromatskih prete(FArRC), broj fuzioniranih prstena

?7Za modeliranje su odabrani globalni molekulski digskri i predviieni fizikalno-kemijski parametari dostupni
nachemicalize.orgRije¢ je o nekomercijalnom softveru na kojem se genejgrarovodi na temelju molekulske
strukture. Pri tome se za préwme koriste minimalni vlastiti resursi (pristup éntetu), a rezultati su lako
dostupni.
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(FRC), broj aromatskih heterocikala (HARC), brojtdrecikala (HRC), vedina najvéeg
prstena (LRS), broj atoma (NA), broj veza (NB),batpma u prstenima (RAC), broj veza u
prstenima (RBC),broj prstena (RC), broj rotikajuveza (RoBC), vetina najmanjeg prstena
(SRS) (Downs i sur. 1989., Todeschini i Consonii®p

Broj akceptora i donora vodikove veze predstavjeepcijal molekule za stvaranje vodikovih
veza. HBA ozn&ava broj akceptorskih skupina, a jednak je broprepih elektrona kisika i
dusSika koji ne sudjeluju u kovalentnoj vezi. HBDnazava broj donorskih skupina, a jednak
je broju vodikovih atoma vezanih na kisik i dudiktermolekulskesu vodikove veze vazne za
interakcije izmdu liganda i receptora, dok intramolekulske inter@kc interakcije izméu
istovjetnin molekula ut@ na fizikalno-kemijska svojstva, npr. molarnur&franost,
povrSinsku napetost, taliSte, vreliSte i dr. (Kuyi004.).

Broj veza u molekuli koje mogu rotirati oko vlastibsi Brr) je mjera fleksibilnosti, odnosno
rigidnosti molekule. UBgr nisu ubrojene veze u prstenima, aromatske, duastrirostruke

veze (Todeschini i Consonni 2000.).

Hidrofobni molekulski deskriptori

Logaritam koeficijenta razdijeljenja je logaritamodficijenta raspodjele supstancije u

Coktanol

organskom otapalu (oktanol) i puferu (vodapgP = log—="*=. Predstavlja mjeru

Cvoda

lipofilnosti i potencijal prolaza kroz membrane. Dragee koriStena pristupa u odiiganju
vrijednosti ovih parametara su Hanschova i Reklenmetoda. Obje su metode aditivne, a
rezultat se temelji na eksperimentalno dérem konstantama atoma)(i fragmenata fj
(Viswanadhan i sur. 1989.).

Geometrijski i stedki molekulski deskriptori

Polarna je povrSina dio molekulske povrSine povezapolarnim atomima, ualajeno kisika

I duSika, te pripadafum atomima vodika. Topoloski PSA (TPSA) je 2D deagstar koji se
izracunava na temelju fragmentarnih doprinosa. Mjerpgsivnog transporta molekule kroz
membrane (Ertl i sur. 2000.).
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PovrSina molekule dostupna otapalu (erdglvent-accessiblesurfaceare8ASA), kao Sto
naziv sugerira, je povrsSina dijelova molekule kmjogu stupiti u interakcije s otapalom, a
obicno je véa od van der Waalsove molekulske povrSine (Feirswa 2002.). S COSMO-A
i COMSO-V oznéeni su povrSina i volumen dostupni otapalu, aciznati prema COSMO

modelu (engtonductor-likescreening moddKlamt i Schitrmann 1993.).

Relativna je molekulska masa jednostavan molekutskriptor koji opisuje velinu

molekule, a jednak je sumirelativnih atomskih maga= }; 4, ;.

Dreidingova energijaHp) predstavlja ukupnu energiju najstabilnijeg konfera predwenu
prema metodi Dreidingovih polja sila. Tom je komfe@ru odrden van der Waalsov volumen
(Vw), minimalna Amin) i maksimalna Anay projekcijska povrsina i pripadaje z-vrijednosti
(Zmin, Zmay- Van der Waalsov volumen predstavlja unutarnjuaeen prostora onden van der
Waalsovommolekulskom povrsSinom, izeaman na osnovi duljina veza, kutovaduevzezama

I polumjera atoma (Mayo i sur. 1990.).

Elektronski i kvantno-kemijski molekulski desknipto

n%-1 My

n2+2 p

Molarnarefraktivnost je definirana Lorenz-Lorentaav jednadzbonMR = gdje je

n indeks loma (omjer brzina svjetlosti u vakuumuwart), M,, molekulska masa, agust@a.
Omjer molarne mase i gus® je molarni volumen\{y). Ova vrsta deskriptora opisuje
volumen molekule i mogie Londonove interakcije liganda s receptorom (Visaghan i sur.

1989.).

Dipolni je moment vektor usmjeren od negativhognpeepozitivnom naboju u molekuli.

Definiran je izrazonu = Y; q;7; gdje jeq tockasti naboj na poloZajy. Kada se molekula

naie u elektrinom polju E; u vakuumu se inducira dipolni momemt,; = aE,, gdje je

apolarizabilnost. Molarnaje polarizabilnost induairaipolni moment po jedinici volumena,
e-1 My,

a definiran je izrazomPy = oz = %TNAO(E. Ovi deskriptori opisuju polarne interakcije

tj. interakcije s otapalom, odnosno medijem (Mill&avchik 1979.).

Prema DFT (engldensityfunctiontheojyelektronska gusta o(r) u totki r predstavlja sumu
elektronskih funkcija (atomskih orbitala)o(r) = X, Xy By - ¢ (1) - ¢,(r), gdje su
Puw = X' n; ¢y " ¢y redovi veze (BO),B, =X n; - cs; =q, parcijalni atomski naboj
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(PC), N broj zauzetih molekulskih orbitala, rabroj elektrona u orbitali (1 ili 2) (Mulliken
1934.).

Orbitalna je elektronegativnost atoma u molekutnagticka sredina ionizacijskog potencijala

IP+EA _

(IP) i elektronskog afinitetaHA), a ovisna je o parcijalnom nabojg):( x, = a+

bq + cq? gdje sua, b i ¢ konstante. lonizacijski je potencijalP) definiran kao energija
potrebna da bi se oslobodio elektron iz kemijskogtava. Elektronski je afinitetEf)

energija dobivena primanjem elektrona u kemijskitau.

Ukupna je energija molekuleEf) koriStena u pretrazivanju najpovoljnijih konforaia.
Energija najviSe popunjene molekulske orbitéigouo) je mjera nukleofilnosti, odnosno
moguenosti doniranja elektrona za nastajanje kemijskeevémjeralP). Energija najnize
slobodne molekulske orbital& (o) predstavlja energiju najnizeg nivoa (orbitalejakoe
sadrzi elektrone. Sto j& ywomanji to je molekula sklonija primiti elektrone @nj EA)
(Gasteiger i Marsili 1980.).

Huckleova energija molekulskih orbitala uzima u iobzamo n-elektrone, te je ukupna
energija oznéna £, (Isaacs 1987.).

Topoloski indeksi

Topoloski jeindeks numetka vrijednost interpretacije molekulskog grafa, lazs za
povezivanje strukturnih karakteristika molekule gzmom aktivno&u. U teoriji grafa
molekulski graf predstavlja strukturu molekule gdjem odgovara verteksu,cta ili vrhu, a

veza bridu, grani ili liniji (Trinajsti 1993.).

Plattov je indeks definiran kao suma valencija rkolskog grafar (G) = 2 ¥7(%) gdje jen

broj vrhova, a; valencija vrha (Platt 1947.).

Randtev indeks predstavlja harmoniziranu sumu geomkihnijsredina valencija vrhova

svakog briday(G) = Z?(vi,lvi,z)_l/zgdje jen broj bridova, a 1 i Vi » susjedni vrhovi uz brid
I (Randt 1975.).

Balabanov indeks predstavlja Rateli indeks primijenjen na sumi udaljenosti (vrijegto

N

-1/2 .. .
NTl Y*(DS;1DS;;) " gdje jeNbroj

koja odgovara sumi reda u matrici udaljenogtil) =
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vrhova, CNciklomatski broj,n broj bridova, @S ;i DS, sume udaljenosti susjednih vrhova
uz bridi (Balaban 1982.).

Hararyjev indeks: polovica sume recipnih vrijednosti nedijagonalnih elemenata matrice
udaljenosti:H(G) = %Z’ifj(Di,j)_l/z gdje jen broj vrhova, aD;; najkraa udaljenost izmu

vrhovaiij (Plavse i sur. 1993.).

Wienerov indeks: polovica sume elemenata matricdjenbsti: W (G) =§ i D;jgdje jen

broj vrhova, &D;; najkrata udaljenost izm# vrhovaiij (Wiener 1947.).

Hiper-Wienerov indeks je varijacija Wienerova indak a predstavlja kombiniranu matricu

udaljenosti gdje udaljenost dvaju vrhova u&ijje sumu svih miusobnih udaljenosti vrhova

iij bez ponavljanja? W (G) = Xi; Xi-; {;:1 D; j(Randt 1993.).

Wienerov indeks polarnosti predstavlja broj poj&@pja udaljenosti od 3 brida izhe

vrhovaiij: W, (G) = #{{i,j}|DiJ- =3,i,j € N}(Deng i Xiao 2010.).

Szeged-indeks je proSirena varijanta Wienerovakisaeza cikitke grafove, a definiran je
izrazom: Sz(G) = ¥N_;n; .(G)n,(G)gdje je N broj bridova, anie odnosnonye broj
elemenata skupa prema izrazu: n,, = #{v|v € V(G),d,; < d,} i
ni. = #{v|v € V(G),d,; < d,;} pri ¢emu jewerteks iz skupa vrhova graf{G) (Gutman
1994.).
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Tablica 3. Pregled molekulskih deskriptora koji su koriSteair&unalno simuliranje

antiagregacijskogdinka flavonoida.

Simboal Molekulski deskriptor
AAC broj asimetrinih atoma
ACAC broj atoma izvan prstena
AIAC broj atoma u alifatskim vezama
AIBC broj alifatskih veza
AIRC broj zastenih prstena
Amax maksimalna projekcijska povrsina
Anmin minimalna projekcijska povrsina
ArAC broj atoma u aromatskim vezama
ArBC broj aromatskih veza
ArRC broj aromatskih prstena
Brr broj veza u molekuli koje mogu rotirati oko vlastisi
BO red veze
CAC broj atoma u lancu
CARC broj aromatskih prstena s ugljikovim kosturom
CBC broj veza u lancu
CN ciklomatski broj
COSMO-A povrSina dostupna otapalu prema COSMO model
COSMO-V volumen dostupan otapalu prema COSMO modelu
CRC broj prstena s ugljikovim kosturom
Ep Dreidingova energija
Enomo energija najvise popunjene molekulske orbitale
ELumo energija najnize slobodne molekulske orbitale
Er ukupna energija molekule
= Huckleova energija molekulskih orbitala
F(G) Plattov indeks
FAIRC broj fuzioniranih zasienih prstena
FArRC broj fuzioniranih aromatskih prstena
FRC broj fuzioniranih prstena
H(G) Hararyjev indeks
HARC broj aromatskih heterocikala
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Tablica 3.Pregled molekulskih deskriptora koji su koriSteairaunalno simuliranje

antiagregacijskogdinka flavonoida. tastaval

Simboal Molekulski deskriptor
HBA broj akceptorskih skupina vodikove veze
HBD broj donorskih skupina vodikove veze
HRC broj heterocikala
J(G) Balabanov indeks
logP logaritam koeficijenta razdjeljenja
LRS veli¢ina najvéeg prstena
M, relativna molekulska masa
MR molarnarefraktivnost
Ms masa supstituenta
n indeks refrakcije
NA broj atoma
NB broj veza
PC parcijalni atomski naboj
pl izoelektrina tatka
Pwm molarnapolarizabilnost
PSA polarna povrSina
Pv tlak para
RAC broj atoma u prstenima
RBC broj veza u prstenima
RC broj prstena
RoBC broj rotirajutin veza
S topljivost
SASA povrSina molekule dostupna otapalu
SRS veli¢ina najmanjeg prstena
S4G) Szeged-indeks
Ts temperatura vrelista
Tk temperatura plamista
TPSA topoloska polarna povrSina
Vm molarni volumen
Vs volumen supstituenta
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Tablica 3.Pregled molekulskih deskriptora koji su koriSteairaunalno simuliranje

antiagregacijskogdinka flavonoida. tastaval

Simboal Molekulski deskriptor
Vw van der Waalsov volumen
W(G) Wienerov indeks
Wp(G) Wienerov indeks polarnosti
WWG) hiper-Wienerov indeks
Zmax z-vrijednosti maksimalne projekcijske povrSine
Zmin z-vrijednosti minimalne projekcijske povrsSine
AH, entalpija isparavanja
n povrSinska napetost
U dipolni moment
TTs hidrofobna konstanta supstituenta po Hanschu
p gustaa
X orbitalna elektronegativnost atoma
x(G) Randtev indeks
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3.2.4. Ra¢unalno simuliranje antiagr egacijskog u¢inka

Dendrogrami i formiranje klastera

Za formiranje hijerarhijskih klastera, u svrhu geoe zajedriikihn mehanizama djelovanja,
korisSten je grafiki Gaussov model u kombinaciji s viSedimenzijskinonpvnim
uzorkovanjem u programpvclust (Shimodaira 2004.) proveden u programskom jeziku
R.Graficki Gaussov modelpretpostavlja multivarijantnu nadmoadistribuciju promatranih
podataka (molekulskih deskriptora) i mjeri uvjetmeovisnost odnosa izre dvije varijable

na temelju parcijalnog koeficijenta korelacije. Aka dvije varijable uvjetno neovisne, ne
povezuju se Wwvor, a u protivnom se povezuju. Na ovaginanastaje graf bezcuelja, a

predstavlja ovisnost nde varijablama.

Da bi se dobio stabilan model koristi se viSedinijska ponovno uzorkovanje. Iz originalnog
skupa podatakax, = (x;,x,,..,x,) generira se novi skupx; = (x},x;,..,x;) Ppri
¢emunovoformirani skup moZze biti &e manji ili jednak pdéethom ¢=n'/n).

Pojednostavljeno,iteracijski algoritam glasi:

ponovi B puta

generiraj repliku originalnog skupa X
procijeni dendrogram X
prebroji koliko puta su spojevi i 1 j povezani u klaster ( k)

Vjerojatnost pouzdanostivora bp j(engl. boostrapprobability definiranaje izrazowp, ; = k/
B.Algoritam se ponavlja za raziie vrijednostiz te se pouzdanost pridruzivanja(engl.
approximatelyunbiasgdskazuje izrazonmau, ; = 1 — ®(d;; — ¢;;) gdje sud;; i ¢ij geometrijske
vrijednosti ted funkcija normalne raspodjele, dobiveni na osnovivkje bp,;(t) =1-

cb(dl',j/T - Cl'le).

Formirani suklasteri uspateni s poznatim mehanizmima antiagregacijskog dgei@

flavonoida.
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Slwajna Suma

Za postavljanje QSAR modela koriSten je algoritduntagne Sumeza kategokie vrijednosti
(randomForest Liaw i Wiener 2002.) provedenu programskom jeziRu KoriStene su

sljedete zadane postavke:

» broj stabala koji tvore Sumutfee= 500)
* broj molekulskih deskriptora nasuimb odabranih za formiranje svake grane

postavljen na cjelobrojnu vrijednost drugog korgebroja molekulskih deskriptora
(mtry= [V131] = 11)

* minimalna veltina terminalnintvorova postavljena na hddsize 1).

Rezultat seklasifikacije bazira na odluci glasargéine stabala.Pojednostavljeno, iteracijski

algoritam glasi:
ucitaj skup podataka S
ponovi Kk puta
ponovi i puta
formiraj podskup Siskupa S
formiraj stablo odluke T; iz podskupa S

na svakom &voru napravi podjelu na osnovi podskupa F

deskriptora
svako stablo maksimalno raste bez podrezivanja

donesi odluku o u ¢inku izostavljenog spoja na osnovi ve ¢ine glasova

zdruzenih stabala

Model je postavljen na skupu od 131 deskriptoka=i 30 flavonoida klasificiranih u aktivhe
(MINaAC< 5 uM) i inaktivne MINaAC> 5 pM) s obzirom na vrijednost rezultata ADPtesta.

Za validaciju modela, temeljenog na d&inoj Sumi, primijenjen je izbaci-jedan-van
(englleave-one-oyt postupakkoji je ponovljen 10 puta, a rezultafpjgkazan kao matrica

konfuzije ili tablica istinitosti u kojoj je iskarna tainost, osjetljivost i specifnost modela.
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4.1. \Kinak flavonoida na agregaciju trombocita koja je pdaknutaADP-om (Bojié i sur.
2011)

U testu agregacije trombocita koja je potaknuta AID®, analizirano je 6 flavanona, 10
flavona, 9 flavonola, 4 izoflavonoida i 1 flavan@lika 1). Svih 30 analiziranih flavonoida
pokazuje antiagregacijsktimak u ADPtestu uglINaAC u rasponu od 0,119 uM do 12®4
(tablice 4-8).

Ucinak flavanona na agregaciju trombocita koja je gdatuta ADP-om

Flavanoni su derivati 2-fenil-2,3-dihidrd4kromen-4-ona. U ADPtestu analizirani su

flavanoni hesperetin, homoeriodiktiol, izosakuramgtinocembrin i pinocembrin-7-metileter.

Najaktivniji flavanoni supstituirani na prstenu B p-O-metilirani derivati (izosakuranetin,
hesperetin). Pinocembrin-7-metileter ima manjuedmostMINaAC u odnosu na pinocembrin
(15,259vs.0,954uM), Sto ukazuje da metilirani derivati flavanonaaijon j&i antiagregacijski

ucinak. Rezultati odrdivanja antiagregacijskogiinka flavanona prikazani su u tablici 4.

Tablica 4. Antiagregacijska aktivnost flavanona. Minimalndiagregacijska koncentracija

flavanona iskazana jeuM uz statistiku zn&ajnost ).

Flavanon Struktura MINaAC/uM p

HO  OCHj

hesperetin HO 1,907 0,035

homoeriodiktiol 7,629 0,003
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Tablica 4. Antiagregacijska aktivnost flavanona. Minimalndiagregacijska koncentracija
flavanona iskazana jeuM uz statisttku zn&ajnost ). (nastavak

Flavanon Struktura MINaAC/uM p

OCHj,
HO 0 O
izosakuranetin O 0,954 0,037

OH O

o

HO
pinocembrin O 15,259 0,010

OH O

7-metileter

. . - HSCO O O
pinocembrin O 0,954 0,025

OH O

Ucinak flavona na agregaciju trombocita koja je patata ADP-om

Flavoni su derivati 2-fenil-4-kromen-4-ona, a u ADPtestu analizirani su 6-hidifbd&von,
7-hidroksiflavon, akacetin, apigenin, krizin, knzdimetileter, diosmetin, flavon, luteolin,

tangeretin i tektokrizin (tablica 5).

Najaktivniji monohidroksilirani derivat flavona jsupstituiran na poloZzaju 6 prstena A
(6-hidroksiflavon,MINaAC = 0,954uM). Medutim, ve&ina je flavonoida iz prirodnih izvora
hidroksilirana na polozaju 7 te imaju nizi antiaggeijski Winak. Porast u broju
hidroksiliranih grupa ne u§e na antiagregacijskicinak (flavon, krizin, apigenin MINaAC

= 3,815uM). Metilacija, za razliku od hidroksilacije, p@@va antiagregacijskicinak flavona
(MINaA(Q(tektokrizin) = 0,954 ¥INaACkrizin) = 3,815uM). Ukoliko flavon ima viSe od
cetiri  supstituenta, aktivnost se smanjujgak i ako je rij¢ o metoksi-
derivatimaMINaACQ(diosmetin) = 7,629 uM, MINaAC(luteolin) = 7,629 uM,
MINaA(C(tangeretin) = 30,518M).
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Tablica 5. Antiagregacijska aktivnost flavona. Minimalna agtiegacijska koncentracija
flavona iskazana je wM uz statistéku zna&ajnost f).

Flavon Struktura MINaAC/uM p
o 1
6-hidroksiflavon O | 0,954 0,030
HO
O
HO 0 O
7-hidroksiflavon O | 15259 0,038
O

OCHj,
oo L]
akacetin O | 3,815 0,013

OH
oo I
apigenin O | 3.815 0,037

HO O
krizin | | 3815 0,016

dimetileter

— H4CO 0 O
krizin | | 1,907 0,025
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Tablica 5. Antiagregacijska aktivnost flavona. Minimalna agtiegacijska koncentracija
flavona iskazana je M uz statistéku zn&ajnost ). (nastavak

Flavon Struktura MINaAC/uM p

diosmetin 7,629 0,021
flavon 3,815 0,037
luteolin 7,629 0,029
tangeretin 30,518 0,029
tektokrizin 0,954 0,013

U n&elu, hidroksilirani flavanonMIINaACQ(pinocembrin) = 0,954 uM) imaju j&i
antiagregacijski ¢inak u odnosu na flavoneM(NaAQkrizin) = 3,815 uM), suprotno
metiliranim derivatimaNlINaAChesperetin) = 1,90dM>MINaAC(diosmetin) = 7,62%M,
MINaAC(izosakuranetin) = 0,954M>MINaAC(akacetin) = 3,8145M).
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Ucinak flavonola na agregaciju trombocita koja je pkiuta ADP-om

Flavonoli su derivati 3-hidroksi-2-fenilHkkromen-4-ona. U ADPtestu analizirani su
3-hidroksiflavon, 3,6-dihidroksiflavon, 3,7-dihidksiflavon, fisetin, galangin, izoramnetin,

kvercetin, ramnetin i siringetin (tablica 6).

Monohidroksilirani  flavonoli imaju j& antiagregacijski ¢&nak u odnosu na
monohidroksilirane flavone MINaA((3,6-dihidroksiflavon) = 0,199uM <MINaAC(6-
hidroksiflavon) = 0,954uM, MINaAC(3,7-dihidroksiflavon)= 1,907uM <MINaA((7-
hidroksflavon) = 15,259uM). Metilacija hidroksilnih skupina pofava antiagregacijski
ucinak  (MINaA(siringetin) = 0,199 uM, MINaACramnetin) = 0,954 uM,
MINaACKkvercetin) = 15,259M), dok se s porastom broja supstituenatetif i vise)

smanjuje antiagregacijskimak, kao i u sltaju flavona.

Tablica 6.Antiagregacijska aktivnost flavonola. Minimalnaiagregacijska koncentracija

flavonola iskazana je wM uz statisttku zna&ajnost p).

Flavonol Struktura MINaAC/uM p
o L
3-hidroksiflavon O | 1,907 0,019
OH
¢
o L
3,6-dihidroksiflavon O | 0,119 0,005
HO OH
0

HO 0 O
3,7-dihidroksflavon O | 1,907 0,001

OH
O
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Tablica 6. Antiagregacijska aktivnost flavonola. Minimalnaiagregacijska koncentracija

flavonola iskazana je wM uz statisttku zn&ajnost p). (nastavak

Flavonol Struktura MINaAC/uM p

OH
fisetin HO |0| O 122,070 0,003

HO o O
galangin O | 122,070 0,008

Izoramnetin 7,629 0,029
kvercetin 15,259 0,047
ramnetin 0,954 0,041
siringetin 0,119 0,013
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Ucinak izoflavonoida na agregaciju trombocita kojgpetaknuta ADP-om

Izoflavonoidi su derivati 3-fenil#4-kromena, a u ADPtestu su analizirani daidzein,

formononetin, genistein i prunetin (tablica 7).

Izoflavonoidi pokazuju najmanji antiagregacijskitg@acijal, ali kao i u sléaju drugih skupina
flavonoida hidroksilacija smanjuje, a metilacija jg@@va antiagregacijski dinak

(MINaAQ(daidzein) = 15,25aM >MINaAC(formononetin) = 7,629M, MINaACQ(genistein)
= 30,518uM >MINaAC(prunetin) = 7,629M).

Tablica 7. Antiagregacijska aktivnost izoflavonoida. Minimalantiagregacijska

koncentracija izoflavonoida iskazana jaM uz statisttku zn&ajnost ).

Izoflavonid Struktura MINaAC/uM p

daidzein 15,259 0,048

formononetin

HO o
|
genistein O 30,518 0,013

H5CO o
|
prunetin O O 7,629 0,033
OH O OH

7,629 0,043

Ucinak flavanola na agregaciju trombocita koja je akiuta ADP-om

Epikatehin (tablica 8), flavonoid prisutan u vinijadini je analizirani katehin, a imacja
antiagregacijski ¢inak MINaAC = 1,907uM) u odnosu na flavonsku i flavonolsku paralelu
(MINaA((luteolin) = 7,62uM, MINaACQkvercetin) = 15,259M).
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Tablica 8 Antiagregacijske aktivnosti katehina i pozitivnenkmle. Minimalna
antiagregacijska koncentracija flavanola (katehimzitivne kontrole iskazana jeyM uz

statisttku zn&ajnost ).

Supstancija Struktura MINaAC/uM p

OH
epikatehin  HO O o O 1,907 0,030
OH

OH

klopidogrel m 0,119 0,029
cl S

Sumarni prikaz odnosa strukture i antiagregacijsk@inka flavonoida u testu agregacije

koja je potaknuta ADP-om

Temeljem eksperimentalnih podataka, mogu se dosijetieti zaklju¢ci 0 odnosu strukture

flavonoida (slika 1) i antiagregacijskoginka:

* dvostruka veza na polozaju C2-C3 pgaja aktivnost hidroksiliranih derivata, ali
smanjuje aktivnost metiliranih derivata na prstesifni B

* hidroksilna skupina na polozaju C3 p&gaa antiagregacijsku aktivnost

e supstitucija prstenom B na polozaju C3 umjesto @2arguje antiagregacijsku
aktivnost (izoflavonoidi)

e karbonilna skupina na polozaju C4 smanjuje ant@argsku aktivnost

* najwinkovitiji su flavonoidi supstituirani na polozaft6 prstena A

* O-metilacija prstena A i B pojava antiagregacijsku aktivnost

« ako prsteni A i B imajucetiri ili viSe supstituenata,antiagregacijska seivalost

smanjuje.

Ovakav ¢inak hidroksilacije u odnosu na metilaciju vjero@te posljedica w@g volumena
i lipofilnosti metilnog radikala\ = 37,15 &, 7 =-0,09) u odnosu na hidroksilnu skupin (

= 11,79 B, = = -0,74). Véa lipofilnost moZe za posljedicu imati p&mu interakciju s
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membranama trombocita pogvajti rigiditet, a time i ogramiti ekspresiju receptora na
povrSini stanine membrane (Furusawa i sur. 2003., Hendrich 2008Jalley 2010.).
Takader, hidroksilna je grupa donor vodikove ve&genastanak moze dovesti do neprikladne

orijentacije molekule i na taj 8@ smanjiti antiagregacijskidinak.

Usporedba MINaAC flavonoida s klopidogrelom i lagirnim podacima

Rezultati antiagregacijskogcimka usporédeni su s klopidogrelomMINaAC = 0,119 uM;
tablica 8) — antagonistom ADP-a u antitrombocitteyppiji koji je posluzio kao pozitivha
kontrola u ovom radu. lako je rezultat antiagregéog inka klopidogrela usporediv s
rezultatima najaktivnijin flavonoida, 3,6-dihidrakavonom MINaAC = 0,119 uM) i
siringetinom MINaAC = 0,119uM), direktna interpretacija nije mogda jer je klopidogrel

prolijek, a intenzitet metabgke aktivacije klopidogrela u ovom eksperimentu pigenat.

Dell’Agli i sur. (2008.)su ispitivali inhibicijskiucinak na agregaciju trombocita induciranu
trombinom u koncentraciji od 10 uM pojedinih flawida: luteolina, kvercetina i apigenina,
od kojih se apigenin pokazao kao inaktivan. U nagtadiji MINaAGstih flavonoida je

slijedio niz: apigenin (3,815 uM), luteolin (7,6AM), kvercetin (15,259 uM), s ADP-om kao

induktorom agregacije.

Usporeiuju¢i analizirani skup flavonoida s rezultatima radavalao-Nuiiez i sur. (2009.)u
kojem je agregacijski dinak iskazan kao postotak inhibicije vezanja SQ395da
receptoretromboksana, ATxA,), apigenin je bio najbolji inhibitor agregacijeto§a se moze
zakljwiti da apigenin postize antiagregacijskinak djelujwi kao antagonist receptora TxA
ali i ADP- receptora. Méutim, sljed€i najwinkovitiji inhibitor receptora TxA je genistein,
Sto je suprotno dinku na receptore ADP-a na kojima izoflavonoidi pplju slabiji

antiagregacijski ¢inak u odnosu na druge klase flavonoida.

Hesperetin imaMINaAC = 1,907uM, Sto je 10 do 30 puta manja vrijednost u odnoau n
rezultate Jina i sur. (2007.), koji su za indukcggregacije primijenili jake induktore
agregacije- kolagen i arahidonsku kiselinu.

U nizozemskoj studiji, koja se rma&e uzima kao referentna, dnevni unos flavonoida
prehranom je 23 mg (Hertog i sur. 1993.). Ukolikos obzir uzme apsorpcija aglikona u

organizmu koja za kvercetin iznosi 24% (Hollmanur.s1995.), uz prosf@u relativhu
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molekulsku masu 300, koncentracija koja se mozetigposl krvi iznosi 3,7 pM.
Najwinkovitiji flavonoidi produciraju minimalni antiaggacijski ¢inak u koncentracijama
koje su manje od navedene: 3,6-dihiroksiflavonjngetin MINaAC = 0,119 uM), 6-
hidroksiflavon, pinocembrin-7-metileter, tektoknziramnetin i izosakuranetifM{NaAC =
0,954 uM). Ovi rezultati su op¥ei zakljucku Janssena i sur. (1998.) da flavonoidi pokazuju
aktivnost u koncentracijama koje se ne mogu poistivivo.

4.2. Mehanizmi antiagregacijskog i proagregacijskogu¢inka flavonoida (Boji¢ i sur.
2012))

Za prokavanje utjecaja flavonoida na mehanizam agregattgenbocita odabrani su
najwinkovitiji flavonoidi iz testa agregacije trombogitkoja je potaknuta ADP-om.
Analizirani su flavanoni hesperetin i pinocembrimgtileter, flavanol epikatehin, flavon 6-

hidroksiflavon i flavonol 3,6-dihidroksiflavon.

Flavonoidi utj€u na agregaciju trombocita ili antiagregacijski plioagregacijski ovisno o
primijenjenom induktoru u testu agregacije trombsdtablica 9). Antiagregacijskicinak
zabiljezen je u testu koji je potaknut ADP-om, lggaom, TRAP-6 i ristocetinom. Primjena
jakog agonista agregacije, kao Sto je kolagenRAP-6, rezultira usporedivom vrijednas
MINaAC za analizirane flavonoid®INaAC vrijednosti jakih agonista su od 8 do 2000 puta
vece u odnosu nBINaAC flavonoida odréene primjenom slabog agonista ADP-a.

Pignatelli i sur. (2000.) su pokazali dak i s jakim induktorom agregacije, s produljenjem
vremena inkubacije, manja koncentracija flavonomtaducira jednak dinak. Zn&ajno
smanjenje u agregaciji trombocitakoja je potakrkdkagenom, postignuto je s 20M-om
otopinom kvercetina tijekom 30 minuta inkubacijeddak éinak postignut je tijekom 10

minutne inkubacije s otopinama kvercetina u konmeaijama od 40 do 100M.
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Tablica 9.Utjecaj flavonoida na agregaciju trombocita ovisooprimijenjenom agonistu agregacije (ADP, kolag@®AP-6,

arahidonska kiselina, ristocetin). Rezultati suierd kadvINaAC u uM, sa statistikom zn&ajno%u (p) t-testa usporedbe uzoraka sa i
bez dodatka flavonoida.

Agonist ADP kolagen TRAP-6 arahidonska kiselina ristocetin
Flavonoid MINAAC p MINaAC p MINaAC p  MINaAC p  MINaAC p
6-hidroksiflavon 0,954 0,030 122,070 0,025 61,036 0,014 7,629 0,0498 0,060 0,035
3,6-dihidroksiflavon 0,119  0,005244,140 0,017 122,070 0,010 + 61,036 0,010
epikatehin 1,907 0,030 61,036 0,036 15,259 0,049 + 488,280 0,022
hesperetin 1,907 0,03515,259 0,037 30,518 0,025 + 122,070 0,011
pinocembrin-7-metileter 0,954 0,025 61,036 0,042 30,518 0,013 + 15,259 0,044

Proagregacijski tinak je ozn&en s ‘+’, a zabiljeZen je u analiziranom koncerijskom rasponu od 0,06 do 488,28I.
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Antiagregacijski dinak flavonoida

Kolagen, ristocetin i TRAP-6 dijele barem jedanegaicki signalni put koji dovodi do
agregacije trombocita,kao Sto je npr. aktivacijsfdipazePLC (Hubbard i sur. 2004., Peluso
2006., Wright i sur. 2010.) (slika 3). Kolagen stdcetin mogu pojati aktivhost PLG2, a
trombin i ADP mogu pojéati aktivnost PL@ izoformi preko G proteina & Gi(Brass i
Stalker 2008.).

Jedan od modih mehanizama antiagregacijskoginka flavonoida na signalne putove,u
testovima agregacije koja je potaknutakolagenor®RAPF-6, je i inhibicija razlitih protein-
kinaza Sto u korwici rezultira smanjenjem aktivnosti PLC (Wrightsur. 2010.). Séan
mehanizam antiagregacijskoginka flavonoidi pokazuju i na agregaciju trombodiga je
potaknutaristocetinom. Ristocetin formira kompleksson Willebrandovim faktorom koji
olakSava vezanje na GPIb/IX/V receptor dok bi siagregacijski dginak flavonoida mogao
pripisati disocijaciji nastalog kompleksa(vVWF — GFX/V receptor) kao Sto je pokazamo

vivo na flavon-8-octenoj kiselini (Mruk i sur. 2000.).

ADP je slab agonist agregacije koji posreduje aijiln@ézagregaciju trombocita. &hak je
flavonoida na agregaciju trombocita koja je potakMDP-om posredovan bilo snizavanjem
aktivnosti PL@ili inhibicijom fosfodiesteraze cAMP-a (Dell'Aglisur. 2008., Peluso 2006.).
Inhibicija fosfodiesteraze cAMP-a je vjerojatnigr jsu koncentracije flavonoida potrebne da
suprimiraju proagregacijski ¢inak ADP-a relativno malMINaACse nalazi u rasponu

koncentracija od 0,119M, za 3,6-dihidoksiflavon, do 1,9Q0W,za epikatehin i hesperetin.

Proagregacijski dinak flavonoida

Svi polihidroksilirani  flavonoidi pokazuju proagragijski wWwinak, u testu agregacije
trombocita koja je potaknuta arahidonskom kiselinodedino monohidroksilirani 6-

hidroksiflavon pokazuje antiagregacijsko djelovaihtNaAC = 7,629uM).

Do sada, interpretacija proagregacijskagniia polihidroksiliranih flavonoida nije opisana.
Najvjerojatnije je proagregacijskicinak polihidroksiliranih flavonoida, u testu agrega

trombocita koja je potaknuta arahidonskom kiselijposljedica elektrokemijskog
potencijala, odnosno antioksidativnih svojstavavdi@ida (slika 12). Flavonoidi tvore

stabilne kinone koji se klasificiraju kao terminat@néanih reakcija radikala (Jovanovic i
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sur. 1996., Masek i sur. 2011.). 3,6-dihidroksifiav epikatehin tvor@-kinone na prstenu C
odnosno B, dok epikatehin i hesperetin tvo#enone na prstenu A. Metilirani se derivati
(pinocembrin 7-metileter, hesperetin) mogu denratiln vivo (Booth i sur. 1997., Nielsen i
sur. 1998.) oslolikajwei hidroksilne grupei stvaragiikinone. Opisani mehanizam omagye
flavonoidima da promoviraju redukciju prostaglaradi@, u prostaglandin H PGH se veze
na receptore tromboksana Aproducira skkan odgovor na agregaciju trombocita kao i jedan
od glavnih induktora agregacije — TxMMichelson 2002.).

Na primjeru epikatehina (slika 12) prikazan je m@guehanizam proagregacijskoginka
nekih flavonoida, zapazen u testu agregacije trantdkoja je potaknuta arahidonskom

kiselinom.

X Z F

HaC X OH

OH

OH

TxB,

TXA,

Slika 12. Bioaktivacija arahidonske kiseline. Kratice: AAahidonska kiselina; COX,
ciklooksigenaza; PG5 PGH, prostaglandin i Hy; PGHS, prostaglandin H sintaza; TxA
TxB,, tromboksan Ai By, TXAS, tromboksan Asintaza.
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6-hidroksiflavon i mehanizmi antiagregacijskafinka

Antiagregacijski ginak monohidroksiliranog flavonoida 6-hidroksiflanay, u testu agregacije
trombocita koja je potaknuta arahidonskom kiselin@umgerira da je osnovni mehanizam
djelovanja razliit u odnosu na analizirane polihidroksilirane flaeade i potencijalno

neovisan o induktoru agregacije. Takav je nespegifi mehanizam antiagregacijskog
djelovanja vé opisan kao modificirajte djelovanje na lipidni dvosloj (Saija i sur. 1995.
odnosno pow&anje rigidnosti membrane trombocita Sto onendogri izlaganje povrSinskih

receptora (Furusawa i sur. 2003., Guerrero i sQA53. Osim utjecaja na membranske
receptore, promjene na lipidnom dvosloju mogu atjieicna aktivnost enzima koji su vezani

na membranu, kao 5to je ciklooksigenaza.

Rezultati testova agregacije trombocita sugeridgusvi analizirani flavonoidi utfei na
agregaciju trombocita aktivacijomsignalnih putowaji ksuovisni o kalcijui to u dijelu koji
prethodi aktivaciji fosfolipaze A2 (slika 3). Proame u lipidnom dvosloju mogu utjecati na
funkciju membranskih proteina kao sto su PLC, CQXugi receptori. Zajedno&@njenicom
da se 6-hidroksiflavon ponasa kao univerzalni gnéigacijski agens, modifikacija se lipidnog
dvosloja namée kao potencijalni zajedtki mehanizam antiagregacijskog djelovanja. To je
ujedno i jedini mehanizam djelovanja flavonoida agregaciju trombocita, neovisan o

primijenjenom induktoru agregacije, a u skladu gobivenim rezultatima.

Klinicki zna‘aj antiagregacijskog ¢inka flavonoida

Koncentracije flavonoida koje z&&no smanjuju agregaciju trombocita, ovisno o irnduk
agregacije, kretale su se u rasponima: ADP od 0,M 93,6-dihidroksiflavon) do 1,904M
(epikatehin, hesperetin), kolagen od 15,2hM (hesperetin) do 244,14QM (3,6-
dihidroksiflavon), TRAP-6 od 15,259 (epikatehin) do 122,070M (3,6-dihidroksiflavon),
ristocetin od 0,06@M (6-hidroksiflavon) do 488,280(M (epikatehin), dok je proagregacijski
ucinak u testu agregacije trombocita koja je pota&natahidonskom kiselinom u rasponu
koncentracija od 0,060 do 488,280, osim za 6-hidroksiflavon (tablica 9). Koncenijac
flavonoida,nakonkonzumacije hrane bogate flavome&d{citrusi,cokolada, zelenéaj, vino,
propolis), ana temelju farmakokingih studija provedenih na zdravim dobrovoljcimagdkr

se u rasponima koji se mogu postin vivo. Maksimalna se plazmatska koncentracija

hesperetina kretala u rasponu od 1,150 do 1,8%0nakon konzumacije 1L soka od
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nararte(Manach i sur. 2003.) dok je vrSna koncentrag@jégalo/katehina nakon konzumacije
zelenogcaja sa 634umol flavanola bila u rasponu od 0,101 do 0,286 (Stalmach i sur.
2010.). Dakle, moze se pretpostaviti da flavonomigu imati utjecaj nan vivo agregaciju
trombocita, ali i utjecadix vivona mjerenja agregacije trombocita kod pacijenatd ko
konzumiraju hranu bogatu polifenolima. Stoga bi gelikom interpretacije rezultata
agregacije trombocita trebale imati na umu i prefb@ne navike pacijenata, posebice tijekom
terapije klopidogrelom i acetilsaliciinom kiselinomKonzumacija bi hrane bogate
flavonoidima mogla takder objasniti povéane vrijednosti agregacije trombocita u testu koji
je osjetljiv na acetilsalicilnu kiselinu (ASPIltestjok bi se rezultati vezani uz aktivnost von

Willebrandova faktora mogli pogresno tuitau slucaju ristocetin testa.

4.3. R&unalna simulacija antiagregacijskog @inka
Molekulski deskriptori

Za postavljanje QSAR modela koristen je skup odl&@onoida iz testa agregacije koja je
potaknuta ADP-om. Generirano je ukupno 155 moldkllgieskriptora od kojih su oni
koristeni za QSAR modeliranje navedeni u tablicd®alo.

Jednostavni i cikéiki deskriptori su se pokazali neprikladnim za usgdu homogenog skupa

flavonoida jer su u ri@lu nosili istu informaciju:

e ciklomatski broj:CN =3

* broj prstena: RC =3

* broj atoma u prstenima: RAC = 16

* broj veza u prstenima: RBC = 17

* broj ugljikovih prstena: CRC = 2

e broj heterocikala: HRC = 1

* broj aromatskih ugljikovih prstena: CARC = 2
* broj fuzioniranih prstena: FRC =2

» broj fuzioniranih alifatskih prstena: FAIRC = 0
» velicina najvéeg prstena: LRS =6

« veli¢cina najmanjeg prstena: SRS = 6.
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Molekulski deskriptori, odnosno varijable sa staxdam devijacijom jednakom nuli ili s
malom standardnom devijacijom, ne donose nikakJ¥armaciju 0 sustavu te se smatraju
beskorisnima za modeliranje (Livingstone 2009.)og&t su zadrzane samo vrijednosti
ukupnog broja atoma (NA), ukupnog broja veza (N atoma u lancu (CAC), broj veza u
lancu (CBC), broj rotirajeih veza (RBC), broj aromatskih prstena (ArRC), babpma u
alifatskim vezama (AIAC) ibroj alifatskih veza (A (tablica 10).

Od jednostavnih su deskriptora zadrzani deskriptodikove veze i broj slobodnih rotirajin
veza (tablica 10) jer potencijalno dobro opisujugtk@ interakcije izméu flavonoida i
cilianih meta (npr. receptora) kojima se ostvaragiagregacijski ginak (Kubinyi 2004.,
Todeschini i Consonni 2000.).

Osim jednostavnih topoloSkih deskriptora kojima mebrojavaju atomi, veze i prsteni,
generirani su i globalni deskriptori. Topoloski seleksi primarno koriste za opisivanje
velikih skupova heterogenih spojeva npr. u procfeksicnosti (Chaudhry i sur. 2010.). To je
razlogsto je broj pojedinih deskriptora bio ogt@m na reprezentativhe indeksepovezanosti
(F(G), x(G)) i udaljenosti J(G), H(G), W(G), WWG), WHG), S{G)) navedene u tablici 11,
iako je poznato preko tisu topoloSkih molekulskih deskriptora.

Ispitivanja antiagregacijskogtinka provedena su u punoj Kkrvi, te su za opisivamerakcija
s medijem, statinim membranama i receptorima (Ertl i sur. 2000ry&a i sur. 2002., Klamt
i Schutrmann 1993., Viswanadhan i sur. 1989., Zbe&h2007.) koristeni fizko-kemijski

parametri navedeni u tablici 12 te geometrijskiigke parametri navedeni u tablici 13.

Elektronski i kvantno-kemijski (tablica 14) parameatobro opisuju ponajprije potencijalno
kovalentno vezivanje na receptore, ali i Londonmterakcije, te interakcije s medijem, dok
elektronegativnost (tablica 15), parcijalni nalftgiblica 16), redovi veza (tablica 17) i duljine
veza (tablica 18) mogu opisati potencijalni farmfak@Todeschini i Consonni 2000.).

Za opisivanje supstituenata izumati su volumen, hidrofobna konstanta i relativnasa

supstituenta (tablica 19).

U konanici je za formiranje hijerarhijskog klastera i QBAmodeliranje sléajnom

SumomkorisSten 131 deskriptor.
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Tablica 10. Izracunane vrijednosti OD-deskriptora, deskriptora vogikk veze i indeksa

fleksibilnosti.
Deskriptor O O O O 0O 0O < o .
S z <« m @ ¢ & @ g o @&

Flavonoid o 0 r g < < T T
hesperetin 36 38 6 7 2 2 10 12 6 3 5
homoeriodiktiol 36 38 6 7 2 2 10 12 6 3 5
izosakuranetin 35 37 5 6 2 2 9 11 5 2 4
pinocembrin 31 33 3 4 1 2 7 9 4 2 3
pinocembrin-7-metileter 34 36 4 5 2 2 8 10 4 1 3
6-OH-flavon 2830 2 3 1 3 2 3 3 1 2
7-OH-flavon 28 30 2 3 1 3 2 3 3 1 2
akacetin 33.35 5 6 2 3 5 6 5 2 14
apigenin 30 32 4 5 1 3 4 5 5 3 4
krizin 29 31 3 4 1 3 3 4 4 2 3
krizin-dimetileter 35 37 5 6 3 3 5 6 4 0 3
diosmetin 34 36 6 7 2 3 6 7 6 3 5
flavon 27 29 1 2 1 3 1 2 2 0 1
luteolin 31. 33 5 6 1 3 5 6 6 4 5
tangeretin 47 49 11 12 6 3 11 12 7 O 6
tektokrizin 32 34 4 5 2 3 4 5 4 1 3
3-OH-flavon 28 30 2 3 1 3 2 3 3 1 2
3,6-diOH-flavon 29 31 3 4 1 3 3 4 4 2 3
3,7-diOH-flavon 29 31 3 4 1 3 3 4 4 2 3
fisetin 31 33 5 6 1 3 5 6 6 4 5
galangin 30 32 4 5 1 3 4 5 5 3 4
izoramnetin 3 3 7 8 2 3 7 8 7 4 6
kvercetin 32 34 6 7 1 3 3 6 7 5 6
ramnetin 3 3 7 8 2 3 7 8 7 4 6
siringetin 39 41 9 10 3 3 9 10 8 4 7
daidzein 29 31 3 4 1 3 3 4 4 2 3
formononetin 32 34 4 5 2 3 4 5 4 1 3
genistein 30 32 4 5 1 3 4 5 5 3 4
prunetin 33 3 5 6 2 3 5 6 5 2 4
epikatehin 3 3y 5 6 1 2 9 11 6 5 6
NA — broj atoma AIAC - broj atoma u alifatskim vezama
NB — broj veza AIAC — broj alifatskih veza
CAC - broj atoma u lancu HBA — broj akceptora vodikove veze
CBC —broj veza u lancu HBD - broj donora vodikove veze
RBC — broj rotirajidgih veza Brr— broj slobodnih rotirajtih veza

ArRC — broj aromatskih prstena
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Tablica 11.I1zracunane vrijednosti topoloskih indeksa.

Deskriptor @ 5 5 @ @ o @ @
Flavonoid - X 5 I = é s 8
hesperetin 70 10,49 1,64 77,86 1038 3587 38 1919
homoeriodiktiol 70 10,49 1,66 78,07 1025 3471 38 1893
izosakuranetin 66 10,08 1,41 72,37 926 3169 35 1728
pinocembrin 60 9,15 1,60 63,36 670 2021 31 1292
pinocembrin-7-metileter 62 9,69 1,52 67,96 779 2445 33 1472
6-OH-flavon 56 8,74 1,63 58,03 591 1782 28 1153
7-OH-flavon 56 8,74 1,64 58,09 586 1737 28 1138
akacetin 66 10,08 1,41 72,73 926 3169 35 1728
apigenin 64 954 150 67,99 788 2526 33 155
krizin 60 9,15 1,60 63,36 670 2021 31 1292
krizin-dimetileter 64 10,22 1,47 72,92 888 2853 35 1654
diosmetin 70 10,49 1,64 77,86 1038 3587 38 1919
flavon 52 8,34 1,37 53,38 500 1432 26 985
luteolin 68 9,95 145 73,24 896 2934 36 1686
tangeretin 82 13,09 1,73 106,36 1738 6462 51 3088
tektokrizin 62 9,69 1,52 67,96 779 2445 33 1472
3-OH-flavon 56 8,77 1,70 58,85 565 1605 30 1101
3,6-diOH-flavon 60 9,16 1,62 63,66 662 1976 32 1280
3,7-diOH-flavon 60 9,16 1,63 63,70 658 1938 32 1268
fisetin 68 9,97 1,48 73,68 878 2800 37 1650
galangin 64 9,58 1,59 69,17 747 2237 35 1430
izoramnetin 74 10,92 1,66 84,33 1122 3764 42 2064
kvercetin 72 10,38 1,74 79,35 986 3199 40 1846
ramnetin 74 10,92 1,66 84,27 1124 3780 42 2074
siringetin 80 11,87 1,58 9553 1392 4819 47 2506
daidzein 60 9,15 1,54 62,81 694 2208 31 1328
formononetin 62 9,69 1,44 67,10 821 2788 33 1537
genistein 64 9,56 1,52 68,32 781 2492 34 1479
prunetin 66 10,10 1,44 72,92 908 3051 36 1698
epikatehin 68 9,95 145 73,26 894 2918 36 1682
F(G) — Plattov indeks W(G) — Wienerov indeks
x(G) — Randéev indeks WWG) — hiper-Wienerov indeks
J(G)- Balabanov indeks Wp(G) — Wienerov indeks polarnosti
H(G) — Hararyjev indeks S4G) — Szeged-indeks
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Tablica 12. Predvidene vrijednosti fizikalno-kemijskih parametara.

Deskriptor 8 . 5

. & s s & I e & v g
Flavonoid ke} o
hesperetin 2,90 1,458 67,4 223,0 90,79 586,2 2,45E-14 1288,40 2,70
homoeriodiktiol 2,90 1,458 67,4 222,1 98,48 583,8 3,14E-14 1288,40 2,70
izosakuranetin 3,84 1370 59,0 205,6 84,72 539,2 3,06E-12 1952,20 3,01
pinocembrin 3,93 1,386 62,7 199,3 81,16 511,1 4,65E-11 3713,50 3,17
pinocembrin-7-metileter 4,11 1,284 51,4 188,8 79,13 494,9 2,03E-10 318,94 3,33
6-OH-flavon 3,72 1,340 58,2 176,3 73,62 450,1 1,02E-08 100,56 2,73
7-OH-flavon 3,32 1,340 58,2 176,3 73,62 450,1 1,02E-08 100,56 2,73
akacetin 3,15 1,420 63,4 198,2 82,10 518,6 2,25E-11 326,28 2,91
apigenin 2,10 1,548 79,5 217,0 86,81 5555 6,00E-13 412,01 2,75
krizin 2,88 1,443 68,2 1925 78,76 4919 2,67E-10 620,15 3,07
krizin-dimetileter 3,27 1,242 46,3 213,4 74,03 476,6 3,01E-09 0,93 2,75
diosmetin 3,10 1,512 72,8 220,3 89,55 576,7 6,73E-14 215,42 2,60
flavon 3,56 1,239 495 171,1 61,35 367,0 1,41E-05 3,30 3,05
luteolin 2,40 1,654 925 2395 94,73 616,1 9,30E-16 272,77 2,43
tangeretin 2,66 1,244 435 248,4 84,92 5653 8,41E-13 0,13 2,29
tektokrizin 3,13 1,329 55,1 186,8 78,20 487,4 4,00E-10 53,29 3,23
3-OH-flavon 3,76 1,367 62,0 151,5 67,88 393,7 6,63E-07 3,54 2,79
3,6-diOH-flavon 3,64 1,472 72,7 186,2 78,05 477,1 6,55E-10 107,32 2,48
3,7-diOH-flavon 3,27 1,470 72,7 186,2 78,05 477,1 6,55E-10 107,32 2,48
fisetin 2,52 1,688 98,9 233,0 93,84 599,4 3,23E-15 436,31 1,84
galangin 2,83 1579 84,9 202,0 82,11 518,6 2,24E-11 659,18 2,91
izoramnetin 1,76 1,634 88,3 227,8 92,53 599,4 5,79E-15 226,89 2,34
kvercetin 2,08 1,799 114,8 248,1 98,26 642,4 4,24E-17 288,02 2,18
ramnetin 2,58 1,634 88,3 2389 97,68 627,9 1,24E-16 226,89 2,34
siringetin 1,34 1,591 80,6 231,9 9558 622,4 4,38E-16 116,90 2,19
daidzein 2,78 1,443 68,2 201,2 81,37 512,8 3,87E-11 620,15 2,70
formononetin 2,96 1,329 55,1 1834 77,20 4794 8,17TE-10 53,29 2,86
genistein 2,96 1,548 79,5 217,1 86,81 5555 6,00E-13 412,01 3,03
prunetin 3,53 1,420 63,4 209,7 85,64 546,5 1,49E-12 326,28 3,20
epikatehin 0,49 1593 88,1 3350 98,01 630,4 9,29E-17 4671,10 1,76
logPacp— logP preuzet iz ACD/Labs Ts— temperatura vreliSta
p— gustéa py— tlak para
n— povrSinska napetost s— topljivost
T— temperatura plamista 0gP¢henr OGP preuzet £hemicalize.org

AH,~ entalpija isparavanja
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Tablica 13. 1zratunane vrijednosti geometrijskih i si&ih molekulskih deskriptora.

) < 2 <
Deskriptor O @] < -
- O A I R
Flavonoid O 0O

@) O
hesperetin 302 329 96 396 63 302,3 74,0 48,3 56,8 2552 8,0 13,6
homoeriodiktiol 303 330 96 396 63 302,3 78,1 48,1 57,3 2552 7,4 11,0
izosakuranetin 2906 321 76 388 54 2863 824 386 54,1 2466 6,7 155
pinocembrin 266 287 67 340 45 256,3 74,9 36,8 48,6 2205 6,2 1322
pinocembrin-7-metiletel 285 309 377 377 45 270,3 81,8 40,3 52,1 238,1 6,4 14,1
6-OH-flavon 256 271 47 305 36 238,2 73,2 32,7 46,3 205,1 6,5 14,2
7-OH-flavon 255 270 47 305 36 238,2 73,8 33,7 46,2 2050 7,0 135
akacetin 292 314 76 364 54 2843 83,4 39,4 54,2 239,7 6,0 152
apigenin 273 293 87 326 54 270,2 77,8 345 51,2 2220 6,1 139
krizin 262 280 67 315 45 2542 75,8 33,7 49,1 2135 7,0 135
krizin-dimetileter 301 324 45 389 45 289,3 77,6 41,6 558 248,9 6,7 14,2
diosmetin 302 324 96 374 63 300,3 850 389 56,6 248,0 7,4 15,6
flavon 245 258 26 294 26 2222 71,0 32,1 44,1 1965 6,55 135
luteolin 282 303 107 337 63 286,2 80,3 38,7 53,3 230,5 6,3 14,3
tangeretin 370 424 72 532 72 372,4 103,99 53,0 72,4 327,0 6,8 17,1
tektokrizin 282 302 56 352 45 268,3 81,6 36,5 52,8 231,0 6,9 14,2
3-OH-flavon 251 267 47 305 36 238,2 73,0 32,2 46,9 2050 6,5 135
3,6-diOH-flavon 261 280 67 316 45 2542 75,3 32,2 48,9 2135 6,5 14,2
3,7-diOH-flavon 261 279 67 316 45 2542 75,8 34,0 48,9 2136 7,0 135
fisetin 280 302 107 338 63 286,2 79,9 38,1 53,0 230,5 6,5 14,3
galangin 269 289 87 326 54 270,2 77,8 33,7 51,9 2220 7,0 135
izoramnetin 305 331 116 385 72 316,3 89,3 42,7 59,5 256,6 538 14,5
kvercetin 287 310 127 348 72 302,2 82,1 39,7 559 2390 6,5 14,3
ramnetin 305 332 116 385 72 316,3 87,9 41,8 59,7 256,6 6,5 15,0
siringetin 331 362 126 433 82 346,3 92,4 47,0 65,2 282,7 8,0 145
daidzein 262 280 67 315 45 2542 750 325 50,5 2136 53 14,8
formononetin 281 300 656 352 45 268,3 81,8 32,6 54,1 231,2 6,0 15,7
genistein 269 290 87 325 87 270,2 78,5 350 53,5 2222 56 14,9
prunetin 288 311 76 362 54 2843 81,7 359 57,1 239,7 6,0 16,0
epikatehin 289 317 110 373 55 290,3 73,4 454 556 2440 7,4 130

COSMO-A - povrSina dostupna otapalu prema COSMOetuod

COSMO-V - volumen dostupan otapalu prema COSMO imode

PSA — polarna povrSina

SASA — povrSina molekule dostupna otapalu

TPSA — topoloSka polarna povrSina

M,— relativna molekulska masa

Anax— maksimalna projekcijska povrSina

Amin— minimalna projekcijska povrsina

Ep— Dreidingova energija

Vw— van der Waalsov volumen

Zmax-Z-Vrijednost maksimalne projekcijske povrSine
i—2-vrijednost minimalne projekcijske povrsine
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Tablica 14.1zratunane vrijednosti globalnih elektronskih i kvanttemijskih deskriptora.

Deskriptor § 5 ] a5 |5 _ ) 0 9

_ x o« S > 3 & u L o ER
Flavonoid = = o~ a ] L
hesperetin 76,9 77,8 1,664 207,2 30,49 29,84 -4163 41,34 -8,89 -0,44 3,46
homoeriodiktiol 76,9 77,8 1,664 207,2 30,49 29,84 4163 41,34 -9,00 -0,38 4,54
izosakuranetin 75,0 75,7 1,637 208,8 29,75 29,19 -3842 37,04 -9,18 -0,36 3,68
pinocembrin 68,4 69,3 1,661 184,8 27,10 26,66 -3367 32,73 -9,31 -0,58 3,91
pinocembrin-7-metileter 73,2 73,8 1,612 210,4 29,00 28,57 -3522 32,73 -9,21 -0,52 4,11
6-OH-flavon 66,1 69,0 1,666 177,7 26,19 2587 -3018 31,52 -9,06 -0,84 3,00
7-OH-flavon 66,1 69,0 1,666 177,7 26,19 25,87 -3018 31,54 -9,37 -0,78 2,40
akacetin 746 77,4 1,668 200,1 29,59 29,01 -3814 40,18 -9,03 -0,66 3,80
apigenin 69,9 729 1,732 1745 27,69 27,11 -3659 40,18 -9,07 -0,68 1,81
krizin 68,0 70,9 1,700 176,1 26,94 26,48 -3338 35,86 -9,28 -091 5,15
krizin-dimetileter 776 79,9 1,598 227,2 30,74 30,30 -3649 35,86 -9,13 -0,62 4,18
diosmetin 76,5 79,3 1,697 198,5 30,33 29,65 4134 44,48 -8,89 -0,74 3,06
flavon 64,2 67,0 1,635 179,2 25,45 25,28 -2697 27,22 -9,30 -0,77 3,56
luteolin 71,7 749 1,767 172,9 28,43 27,75 -3979 44,48 -9,06 -0,78 3,45
tangeretin 97,6 99,3 1,565 299,2 38,69 37,90 -5076 48,77 -885 -0,64 3,70
tektokrizin 72,8 754 1,641 201,7 28,84 28,39 -3493 35,86 -9,21 -0,66 4,80
3-OH-flavon 65,8 68,9 1,679 174,2 26,08 25,88 -3018 31,52 -8,84 -0,88 2,66
3,6-diOH-flavon 67,7 70,9 1,712 172,6 26,82 26,49 -3338 35,83 -8,82 -097 1,64
3,7-diOH-flavon 67,7 70,9 1,712 172,6 26,82 26,49 -3338 35,84 -8,86 -0,87 2,14
fisetin 71,4 749 1,784 169,5 28,32 27,76 -3979 44,46 -8,70 -0,91 0,97
galangin 69,6 729 1,747 171,12 2757 27,12 -3659 40,16 -8,81 -0,77 3,39
izoramnetin 78,1 81,3 1,740 193,5 30,96 30,13 4455 48,78 -8,62 -0,78 1,86
kvercetin 73,3 78,9 1,823 167,9 29,06 28,42 -4300 48,78 -8,76 -1,08 1,50
ramnetin 78,1 81,3 1,740 193,5 30,96 30,31 4455 48,78 -8,67 -1,01 1,90
siringetin 84,8 87,8 1,707 217,5 33,61 32,87 -4931 53,09 -8,67 -1,02 1,21
daidzein 68,0 69,7 1,698 176,1 26,94 26,48 -3338 35,79 -8,73 -0,60 1,97
formononetin 72,8 74,2 1,640 201,7 28,84 28,39 -3494 35,79 -8,67 -0,59 2,43
genistein 69,9 71,7 1,732 174,55 27,69 27,11 -3659 40,11 -8,80 -0,70 1,26
prunetin 74,6 76,2 1,688 200,1 29,59 29,01 -3814 40,11 -8,76 -0,64 1,85
epikatehin 73,6 74,0 1,741 182,1 29,17 28,42 -4036 41,73 -8,80 0,10 3,02

MR acpo— molarna refraktivnost preuzeta iz ACD/Labs
MRhen molarna refraktivnost preuzeta s chemicalize.org
n— indeks loma

Vy— molarni volumen

Pw.aco— molarna polarizabilnost preuzeta iz ACD/Labs
Pw.chen- Molarna polarizabilnostpreuzeta s chemicalize.org
E;— ukupna energija molekule

E,— Huckleova energija molekulskih orbitala

Enomo— €nergija najvise popunjene molekulske orbitale
E, umo— €nergija najnize slobodne molekulske orbitale

u— dipolni moment
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Tablica 15. Izratunane vrijednosti orbitalnih elektronegativnogii (

Deskriptor

Flavonon P x(01)  x(C2) x(C3) x4C) x(C5) x(C6) x(C7) x(C8) xC9 x(C10) x(R2) xR3) xR4) x(R6) xR8)

hesperetin 10,93 888 837 988 896 928 8,73 909 874 929 837 000 1310 10,72 10,66
homoeriodiktiol 10,93 8,88 837 9,88 896 928 873 909 874 929 837 000 13,10 10,72 10,66
izosakuranetin 1093 888 837 988 896 928 873 909 874 929 830 000 1310 10,72 10,66
pinocembrin 1093 888 837 988 896 928 873 909 874 929 840 000 13,10 10,72 10,66
m‘t’"‘ftemrb“”'7' 10,93 888 837 988 897 928 875 910 876 9,30 840 0,00 13,10 10,72 10,76
6-OH-flavon 11,66 887 945 964 904 896 882 875 877 9,05 853 000 1306 0,00 0,00
7-OH-flavon 11,70 887 945 959 882 879 854 902 893 926 853 000 13,05 0,00 10,64
akacetin 11,72 885 947 968 903 929 878 909 88 932 843 000 13,08 10,73 10,66
apigenin 11,72 885 947 968 903 929 878 909 880 932 842 000 13,08 10,73 10,66
krizin 11,72 887 947 968 903 929 878 909 88 932 853 000 13,08 10,73 10,66
krizin-dimetileter 11,72 8,87 9,47 9,69 906 931 881 910 882 933 853 000 13,06 10,84 10,77
diosmetin 11,72 887 947 968 903 929 878 909 88 932 850 000 13,08 10,73 10,66
flavon 11,68 887 945 962 894 869 828 843 868 917 853 000 13,05 0,00 0,00
luteolin 11,72 886 947 968 903 929 878 909 88 932 850 000 13,08 10,73 10,66
tangeretin 11,79 886 948 9,73 921 940 936 955 937 9,42 843 000 13,06 10,93 11,01
tektokrizin 11,72 887 947 968 904 929 879 910 882 933 853 0,00 13,08 10,73 10,77
3-OH-flavon 11,80 9,10 942 983 897 874 829 852 870 921 856 10,92 1325 0,00 0,00
3,6-diOH-flavon 11,78 9,10 9,42 9,85 907 900 884 879 879 9,09 856 10,92 1326 0,00 0,00
3,7-diOH-flavon 11,82 9,10 9,42 9,80 885 884 856 9,07 895 931 856 10,92 1325 0,00 10,65
fisetin 11,82 9,10 942 980 885 884 856 907 895 931 852 10,92 1325 0,00 10,65
galangin 11,84 911 944 989 906 934 879 913 882 9,37 856 10,92 13,29 10,74 10,67
izoramnetin 11,84 9,10 944 989 906 934 879 913 882 9,37 852 1092 13,29 10,74 10,67
kvercetin 11,84 9,10 944 989 906 934 879 913 882 9,37 852 1092 13,29 10,74 10,67
ramnetin 11,84 9,10 944 989 907 934 88l 914 88 937 852 1092 1329 10,74 10,77
siringetin 11,84 9,12 944 989 906 934 879 913 882 9,37 860 1092 13,29 10,74 10,67
daidzein 11,63 896 922 961 882 880 854 903 893 927 000 835 1309 000 10,64
formononetin 11,63 896 922 961 882 880 854 903 893 927 000 836 13,09 000 9,03
genistein 11,65 896 924 970 903 930 877 909 88 933 000 835 1313 10,73 10,66
prunetin 11,65 896 924 9,70 904 930 879 911 881 933 000 835 13,13 10,73 10,77
epikatehin 10,87 9,07 88l 838 869 891 863 887 864 892 838 936 000 10,64 10,62




Tablica 16. Izratunane vrijednosti parcijalnih naboja (PC).

Deskriptor  PC PC PC PC PC PC PC PC PC PC PC PC PC PC PC PC PC
Flavoned (O1) (C2) (C3) (C4) (C5 (C6) (C7) (C8 (C9) (C10) (R2) (R3) (R4) (R6) (R7) (R8) (R9)
hesperetin 0,205 0,083 -0,240 0,284 -0,285 0,206 -0357 0176 -0240 0,185 -0,012 0130 -0271 0,013 0,142 —0,014 0,172
homoeriodiktiol 0,205 0,083 -0,241 0,284 -0,286 0,201 -0,302 0,176 -0,299 0,191 -0,011 0,131 -00271 0,014 0,158 -0,015 0,157
izosakuranetin 0,204 0,086 -0,241 0,284 -0,286 0,200 -0,303 0,176 -0,299 0,192 -0,005 0,129 -0,272 0,014 0,158 -0,015 0,158
pinocembrin 0,204 0,080 -0,236 0,295 -0,345 0,221 -0,249 0,175 -0,301 0,196 -0,003 0,132 -0,333 0,014 0,175 -0,012 0,158
frlg‘t’”‘;etemrb“”'r 0,205 0,080 -0,235 0,295 -0,343 0,217 -0,250 0,175 -0,290 0,192 -0,004 0,132 -0,334 0,011 0,173 -0,010 0,161
6-OH-flavon 0,133 0,146 -0,305 0,311 -0,155 -0,138 0,049 -0,104 -0,125 0,062 0,074 0,169 -0,307 0,163 -0,026 0,159 0,157
7-OH-flavon 0,134 0,140 -0,297 0,315 -0,231 -0,008 -0,247 0,131 -0,195 0,133 0,074 0,169 -0,311 0,163 0,143 -0,017 0,171
akacetin 0,138 0,137 -0,294 0,319 -0,256 0,196 -0,294 0,172 -0,292 0,172 0,075 0,167 -0,286 0,019 0,160 -0,014 0,158
apigenin 0,136 0,137 -0,295 0,319 -0,256 0,202 -0,349 0,171 -0,232 0,165 0,074 0,167 -0,287 0,018 0,143 -0,014 0,173
Krizin 0,135 0,145 -0,295 0,328 -0,313 0,215 -0,239 0,170 -0,294 0,175 0,078 0,172 -0,348 0,019 0,176 -0,011 0,158
krizin-dimetileter -0,138 0,126 -0,288 0,318 -0,254 0,191 -0,283 0,168 -0,281 0,166 0,068 0,167 -0,288 0,021 0,161 -0,015 0,159
diosmetin 0,139 0,132 -0,288 0,318 -0,256 0,197 -0,294 0,173 -0,293 0,172 0,070 0,169 -0,284 0,020 0,160 -0,013 0,157
flavon 0,136 0,142 -0,300 0,311 -0,194 -0,047 -0,166 -0,078 -0,159 0,097 0,073 0,168 -0,307 0,161 0,141 0,140 0,154
luteolin 0,135 0,130 -0,288 0,318 -0,257 0,197 -0,294 0,173 -0,291 0,172 0,065 0,168 -0,284 0,019 0,160 -0,013 0,159
tangeretin 0,130 0,135 -0,296 0,319 -0241 0,181 -0,089 0,144 -0,087 0,136 0,075 0,167 -0,284 0,037 -0,039 0,011 -0,040
tektokrizin 0,138 0,127 -0,287 0,318 -0255 0,193 -0,294 0,172 -0,281 0,168 0,070 0,168 -0,285 0,018 0,158 -0,012 0,160
3-OH-flavon 0,124 0,091 -0,098 0,295 -0,199 -0,041 -0,170 -0,070 -0,162 0,109 0,088 -0,003 -0,318 0,160 0,143 0,141 0,157
3,6-diOH-flavon 0,122 0,096 -0,102 0,294 -0,160 -0,135 0,046 -0,094 -0,129 0,076 0,090 -0,003 -0,318 0,163 -0,024 0,161 0,160
3,7-diOH-flavon 0,122 0,088 -0,094 0,299 -0,236 -0,001 -0,250 0,139 -0,200 0,145 0,089 -0,002 -0,323 0,163 0,144 -0,013 0,174
fisetin 0,120 0,090 -0,094 0,300 -0,236 -0,002 -0,250 0,140 -0,199 0,145 0,083 -0,003 -0,323 0,163 0,144 -0,013 0,176
galangin 0,124 0,072 -0,085 0,305 -0,261 0,203 -0,298 0,182 -0,297 0,182 0,085 0,000 -0,297 0,020 0,162 -0,010 0,160
izoramnetin 0,123 0,077 -0,088 0,305 -0,261 0,203 -0,298 0,182 -0,295 0,182 0,081 -0,002 -0,298 0,020 0,161 -0,009 0,162
kvercetin 0,123 0,099 -0,094 0,310 -0,314 0,219 -0,242 0,179 -0,298 0,184 0,091 -0,003 -0,361 0,021 0,178 -0,006 0,161
ramnetin 0,122 0,102 -0,097 0,310 -0,314 0,224 -0,291 0,178 -0,237 0,173 0,090 -0,005 -0,365 0,017 0,165 -0,003 0,175
siringetin 0,117 0,101 -0,095 0,310 -0,315 0,226 -0,302 0,179 -0,236 0,176 0,088 -0,003 -0,364 0,019 0,162 -0,006 0,178
daidzein 0,127 0,032 -0,187 0,323 -0,232 -0,008 -0,246 0,132 -0,192 0,125 0,185 0,039 -0,308 0,164 0,143 -0,016 0,173
formononetin 0,130 0,028 -0,183 0,322 -0,232 -0,016 -0,190 0,135 -0,253 0,132 0,184 0,041 -0,307 0,165 0,160 -0,015 0,157
genistein 0,125 0,037 -0,186 0,336 -0,314 0,223 -0,298 0,171 -0,231 0,159 0,187 0,043 -0,348 0,017 0,161 -0,009 0,175
prunetin 0,126 0,038 -0,187 0,337 -0,314 0,220 -0,287 0,170 -0,231 0,155 0,186 0,041 -0,349 0,015 0,164 -0,006 0,173
epikatehin 0,206 0,084 0,010 -0,146 -0,251 0,152 -0,274 0,140 -0,216 0,148 -0,007 -0,112 0,085 -0,026 0,155 -0,021 0,169




Tablica 17.1zratunane vrijednosti

redova veza (BO).

. ~ ™ I o © < o o e P ~ ) T © < © o =

Deskriptor 09 09 09 09 09 09 o9 o9 99 o? o o o0& o0& ok & & O

_ Mo M M Mg MW M0 @O~ DN Od MY O O O D0 O~ Do Do O
Flavonoid o S} Q Q o Q Q Q o o <) o Q Q Q o S} o
hespereti 0,93¢ 0,96( 0,92¢ 0,96 1,29¢ 1,347 1,33¢ 1,34¢ 1,371 1,06¢ 0,967 0,95¢ 1,897 1,107 0,94 1,087 0,93¢ 1,297
homoeriodiktiol 0,933 0,962 0,926 0,966 1,287 1,355 1,345 1,338 1,364 1,066 0,967 0,956 1,897 1,107 0,941 1,083 0,941 1,301
izosakuraneti 0,93 0,961 0,92¢ 0,96¢ 1,287 1,35° 1,34 1,33¢ 1,36 1,067 0,96¢ 0,95¢ 1,89¢ 1,10¢ 0,941 1,08: 0,941 1,30(
pinocembrin 0,938 0,960 0,938 0,994 1,271 1,348 1,366 1,307 1,396 1,062 0,967 0,955 1,832 1,119 0,938 1,085 0,941 1,271
mgg;et;”rbr'”'7' 0,938 0,960 0,938 0,995 1,265 1,358 1,354 1,317 1,389 1,060 0,967 0,955 1,831 1,115 0,938 1,063 0,940 1,278
6-OH-flavon 1,048 1,727 0,99. 0,95 1,347 1,411 1,307 1,48 1,31¢ 1,02« 0,99¢ 0,93¢ 1,837 0,93¢ 1,057 0,94 0,94: 1,36(
7-OH-flavon 1,035 1,736 0,986 0,963 1,338 1,473 1,302 1,383 1,349 1,037 0,996 0,938 1,833 0,940 0,945 1,075 0,938 1,327
akacetil 1,02¢ 1,74€ 0,97¢ 0,96: 1,26¢ 1,377 1,331 1,35¢ 1,34% 1,04¢ 1,00 0,93¢ 1,85¢ 1,10¢ 0,941 1,08. 0,941 1,33(
apigenin 1,025 1,745 0,975 0,963 1,281 1,363 1,323 1,362 1,354 1,045 1,000 0,938 1,853 1,109 0,944 1,082 0,938 1,318
krizin 1,036 1,730 0,996 0,989 1,256 1,363 1,352 1,326 1,374 1,041 0,997 0,937 1,785 1,121 0,937 1,084 0,941 1,304
krizin-dimetilete 1,02¢ 1,75C 0,97: 0,967 1,25. 1,39 1,317 1,377 1,33 1,04: 0,99¢ 0,93¢ 1,85 1,08: 0,94 1,05¢ 0,94C 1,34<
diosmetin 1,023 1,750 0,972 0,964 1,269 1,371 1,332 1,354 1,346 1,045 0,998 0,938 1,855 1,110 0,941 1,082 0,941 1,330
flavon 1,03¢ 1,731 0,987 0,957 1,34< 1,461 1,36¢ 1,45¢ 1,33C 1,03C 0,99¢ 0,93¢ 1,83¢ 0,941 0,946 0,947 0,94 1,347
luteolin 1,025 1,750 0,972 0,965 1,269 1,372 1,331 1,354 1,347 1,045 0,997 0,938 1,855 1,109 0,941 1,083 0,941 1,328
tangereti 1,028 1,74¢ 0,97¢ 0,96 1,25: 1,34 1,267 1,33 1,27¢ 1,04¢ 1,00 0,93¢ 1,85¢ 1,08 1,017 1,077 1,017 1,35:
tektokrizin 1,025 1,752 0,972 0,965 1,263 1,381 1,320 1,364 1,339 1,044 0,995 0,938 1,855 1,107 0,941 1,060 0,940 1,335
3-OH-flavon 1,024 1,655 0,955 0,982 1,324 1,478 1,353 1,472 1,315 1,048 1,002 1,052 1,817 0,941 0,947 0,947 0,943 1,340
3,6-diOH-flavon 1,02¢ 1,64¢ 0,96( 0,977 1,321 1,42¢ 1,28¢ 1,49¢ 1,297 1,041 1,00 1,051 1,81€ 0,93¢ 1,057 0,94] 0,941 1,357
3,7-diOH-flavon 1,019 1,659 0,953 0,989 1,319 1,490 1,286 1,392 1,337 1,056 1,003 1,053 1,811 0,940 0,945 1,080 0,938 1,317
fisetin 1,021 1,65¢ 0,95. 0,99 1,31¢ 1,49 1,28¢ 1,397 1,33¢ 1,05¢ 1,00 1,05: 1,811 0,94( 0,94t 1,08( 0,937 1,31¢
galangin 1,010 1,671 0,938 0,992 1,255 1,382 1,320 1,358 1,339 1,065 1,002 1,058 1,833 1,111 0,940 1,087 0,940 1,312
izoramnetin 1,011 1,670 0,939 0,992 1,255 1,382 1,319 1,358 1,340 1,065 1,003 1,056 1,832 1,110 0,940 1,087 0,940 1,311
kvercetir 1,02 1,65 0,96¢ 1,01¢ 1,23¢ 1,37¢ 1,33¢ 1,32¢ 1,36¢ 1,05¢ 1,007 1,05: 1,76( 1,12 0,937 1,09C 0,94C 1,28¢
ramnetin 1,024 1,650 0,966 1,019 1,256 1,363 1,341 1,325 1,388 1,054 1,007 1,050 1,757 1,120 0,939 1,068 0,937 1,270
siringetir 1,02 1,65 0,96F 1,01¢ 1,25 1,377 1,33C 1,33¢ 1,37¢ 1,05¢ 1,00 1,051 1,75¢ 1,121 0,94C 1,09C 0,937 1,273
daidzein 1,066 1,733 0,961 0,964 1,337 1,474 1,301 1,382 1,352 1,032 0,917 1,007 1,842 0,939 0,945 1,077 0,938 1,327
formononetin 1,063 1,736 0,960 0,964 1,319 1,489 1,295 1,384 1,338 1,033 0,917 1,007 1,843 0,939 0,942 1,079 0,941 1,343
genisteil 1,06¢ 1,727 0,97: 0,991 1,266 1,35¢ 1,34¢ 1,33 1,387 1,03¢ 0,91¢ 1,006 1,791 1,12 0,94C 1,08¢ 0,937 1,29(
prunetin 1,070 1,727 0,972 0,992 1,273 1,349 1,356 1,318 1,399 1,031 0,916 1,006 1,790 1,120 0,939 1,064 0,938 1,282
epikatehil 0,94¢ 0,93t 0,95¢ 0,98 1,32¢ 1,36¢ 1,34€ 1,35 1,367 1,04°® 0,967 0,997 0,95¢ 1,071 0,94: 1,071 0,93¢ 1,327




Tablica 18. Izracunane vrijednosti duljina veza (ID).

Deskipr & 8§ § B § 5 ® ¥ 7 o § ® § & E & & 3
ol o o 2ol o) 2 ol o 29 od ol od ol of ol ol ol 2of

. [e)] — L0
Flavonoid o S} Q Q o Q Q Q o o <) o) o) S} o o o o
hespereti 1,447 1,521 1,50¢ 1,46€ 1,41 1,40 1,401 1,40 1,401 1,37¢ 1,411 1,49¢ 1,121 1,232 1,367 1,09¢ 1,371 1,09¢
homoeriodiktiol 1,448 1,520 1,507 1,465 1,414 1,401 1,402 1,401 1,401 1,376 1,410 1,498 1,121 1,234 1,367 1,098 1,371 1,097
izosakuraneti 1,44¢ 1,521 1,507 1,46f 1,41¢ 1,401 1,40 1,401 1,40 1,37¢ 1,41C 1,497 1,121 1,23¢ 1,367 1,09¢ 1,371 1,097
pinocembrin 1,445 1,521 1,503 1,460 1,416 1,406 1,398 1,404 1,397 1,377 1,415 1,498 1,121 1,242 1,363 1,098 1,371 1,098
mgg;et;”rbr'”'7' 1,445 1,521 1,504 1,459 1,416 1,404 1,401 1,402 1,399 1,378 1,414 1,498 1,121 1,242 1,364 1,099 1,375 1,097
6-OH-flavon 1,387 1,35¢ 1,46( 1,47 1,40 1,39t 1,411 1,38 1,40¢ 1,38¢ 1,401 1,46¢ 1,10C 1,23¢ 1,10 1,377 1,10 1,10(
7-OH-flavon 1,390 1,352 1,462 1,468 1,404 1,386 1,409 1,400 1,403 1,385 1,405 1,464 1,100 1,240 1,103 1,099 1,373 1,098
akacetil 1,39 1,35 1,46€ 1,467 1,417 1,40 1,40¢ 1,39¢ 1,407 1,38 1,40¢ 1,46: 1,10C 1,23¢ 1,36 1,09¢ 1,371 1,097
apigenin 1,391 1,351 1,466 1,467 1,415 1,401 1,403 1,400 1,402 1,384 1,407 1,462 1,100 1,238 1,366 1,098 1,371 1,098
krizin 1,388 1,352 1,460 1,462 1,418 1,404 1,400 1,403 1,399 1,385 1,410 1,464 1,100 1,245 1,362 1,099 1,371 1,097
krizin-dimetilete 1,397 1,35 1,467 1,46€ 1,421 1,39¢ 1,40¢ 1,39¢ 1,40 1,38 1,407 1,46¢ 1,10C 1,23¢ 1,371 1,09¢ 1,377 1,097
diosmetin 1,392 1,350 1,466 1,467 1,417 1,400 1,404 1,400 1,403 1,384 1,406 1,463 1,100 1,237 1,366 1,098 1,371 1,097
flavon 1,38¢ 1,35 1,46: 1,471 1,40¢ 1,38 1,40 1,38¢ 1,407 1,38¢ 1,407 1,46¢ 1,10C 1,24C 1,107 1,10C 1,101 1,09¢
luteolin 1,391 1,350 1,467 1,467 1,417 1,399 1,404 1,399 1,403 1,384 1,406 1,464 1,100 1,237 1,366 1,098 1,371 1,097
tangereti 1,397 1,35 1,46t 1,47C 1,421 1,40 1,42( 1,40 1,41¢ 1,38 1,40C 1,46: 1,10C 1,23¢ 1,36¢ 1,38¢ 1,37 1,38t
tektokrizin 1,391 1,350 1,467 1,467 1,417 1,398 1,407 1,397 1,404 1,384 1,405 1,464 1,100 1,237 1,367 1,098 1,376 1,097
3-OH-flavon 1,392 1,364 1,473 1,460 1,406 1,387 1,402 1,387 1,410 1,380 1,403 1,461 1,378 1,241 1,103 1,100 1,101 1,099
3,€-diOH-flavon 1,397 1,36t 1,47: 1,46: 1,40¢ 1,39 1,41 1,38 1,41: 1,38 1,401 1,461 1,37¢ 1,241 1,101 1,377 1,10 1,10(
3,7-diOH-flavon 1,394 1,363 1,474 1,457 1,406 1,384 1,412 1,398 1,405 1,379 1,406 1,461 1,378 1,242 1,103 1,099 1,372 1,098
fisetin 1,39 1,36% 1,47¢ 1,457 1,40¢ 1,38 1,41 1,39¢ 1,40 1,37¢ 1,40¢ 1,461 1,37¢ 1,24 1,107 1,09¢ 1,37 1,09¢
galangin 1,396 1,361 1,479 1,455 1,418 1,398 1,405 1,399 1,404 1,377 1,407 1,460 1,377 1,239 1,366 1,098 1,370 1,097
izoramnetin 1,395 1,361 1,479 1,455 1,418 1,398 1,405 1,399 1,404 1,378 1,407 1,460 1,377 1,240 1,366 1,098 1,370 1,098
kvercetir 1,39 1,36% 1,47: 1,451 1,42( 1,40 1,40 1,40 1,40C 1,37¢ 1,411 1,45¢ 1,37¢ 1,24¢ 1,36 1,09¢ 1,37C 1,097
ramnetin 1,391 1,363 1,471 1,450 1,417 1,404 1,399 1,406 1,397 1,381 1,413 1,460 1,379 1,248 1,362 1,098 1,374 1,098
siringetir 1,391 1,36% 1,471 1,45 1,41¢ 1,40 1,401 1,40 1,39¢ 1,38C 1,41: 1,461 1,37¢ 1,24¢ 1,36: 1,09¢ 1,37C 1,09¢
daidzein 1,374 1,356 1,474 1,471 1,405 1,386 1,409 1,400 1,402 1,386 1,405 1,105 1,459 1,239 1,103 1,099 1,372 1,098
formononetin 1,374 1,356 1,475 1,471 1,407 1,384 1,412 1,398 1,404 1,385 1,403 1,104 1,459 1,239 1,104 1,099 1,372 1,098
genisteil 1,377 1,35t 1,47 1,46f 1,41¢ 1,40 1,39¢ 1,40 1,397 1,38¢ 1,411 1,10f 1,46( 1,24 1,36: 1,09¢ 1,37C 1,09¢
prunetin 1,371 1,355 1,473 1,464 1,416 1,407 1,397 1,407 1,395 1,387 1,412 1,105 1,460 1,245 1,362 1,098 1,375 1,098
epikatehil 1,441 1,54 1,52¢ 1,481 1,40¢ 1,40 1,40C 1,401 1,401 1,38C 1,40¢ 1,49¢ 1,421 1,12¢ 1,37¢ 1,09¢ 1,37/ 1,097




Tablica 19. Izracunane vrijednosti volumen&4), hidrofobnih konstantiz) i relativnin masaNls) supstituenata.

Deskriptor
A id P Vs(RZ) ”s(RZ) MS(RZ) VS(R3) ”s(R?’) Ms(Rs) VS(R6) ”s(RG) MS(RG) VS(R8) ”s(R8) MS(R8)
avonoi
hespereti 100, 8¢ 0,61 33,6¢ 0,0C 0,0C 0,0 11,7¢ -0,7¢ 2,5¢ 11,7¢ -0,7¢ 2,5¢€
homoeriodiktiol 100,86 0,53 33,62 0,00 0,00 0,00 11,79 -0,74 256 11,79 -0,74 2,56
izosakuraneti 103,6: 1,57 32,0¢ 0,0C 0,0C 0,0 11,7¢ -0,7¢ 2,5¢ 11,7¢ -0,7¢4 2,5¢
pinocembrin 80,88 1,76 25,73 0,00 0,00 0,00 11,79 -0,74 256 11,79 -0,74 2,56
pinocembrin-7-metileter 80,88 1,76 25,73 0,00 0,00 0,00 11,79 -0,74 256 37,15 -0,09 7,40
6-OH-flavon 80,8¢ 1,7¢ 25,7 0,0C 0,0C 0,0C 0,0C 0,0C 0,0C 0,0C 0,0C 0,0C
7-OH-flavon 80,88 1,76 25,73 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 11,79 -0,74 2,56
akacetil 103,6: 1,57 32,0¢ 0,0C 0,0C 0,0 11,7¢ -0,7¢ 2,5¢ 11,7¢ -0,7¢ 2,5¢€
apigenin 78,26 0,98 27,25 0,00 0,00 0,00 11,79 -0,74 256 11,79 -0,74 2,56
krizin 80,88 1,76 25,73 0,00 0,00 0,00 11,79 -0,74 256 11,79 -0,74 2,56
krizin-dimetilete 80,8¢ 1,7¢ 25,7:¢ 0,0C 0,0C 0,0 37,1f -0,0¢ 7,4C 37,18 -0,0¢ 7.,4C
diosmetin 100,86 0,61 33,62 0,00 0,00 0,00 11,79 -0,74 256 11,79 -0,74 2,56
flavon 80,8¢ 1,7¢ 25,7 0,0C 0,0C 0,0C 0,0C 0,0C 0,0C 0,0C 0,0C 0,0C
luteolin 75,57 0,37 28,78 0,00 0,00 0,00 11,79 -0,74 256 11,79 -0,74 2,56
tangeretil 103,6: 1,57 32,0¢ 0,0C 0,0C 0,0Cc 37,1f -0,0¢ 7,4C 37,18 -0,0¢ 7.,4C
tektokrizin 80,88 1,76 25,73 0,00 0,00 0,00 11,79 -0,74 256 37,15 -0,09 7,40
3-OH-flavon 80,88 1,76 25,73 11,79 -0,74 2,56 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
3,€-diOH-flavon 80,8¢ 1,7¢ 25,7 11,7¢ 0,74 2,5¢ 0,0C 0,0C 0,0C 0,0C 0,0C 0,0C
3,7-diOH-flavon 80,88 1,76 25,73 11,79 -0,74 2,56 0,00 0,00 0,00 11,79 -0,74 2,56
fisetin 75,57 0,37 28,7¢ 11,7¢ 0,74 2,5¢ 0,0C 0,0C 0,0 11,7¢ -0,7¢ 2,5¢
galangin 80,88 1,76 25,73 11,79 -0,74 256 11,79 -0,74 256 11,79 -0,74 2,56
izoramnetin 100,86 0,53 33,62 11,79 -0,74 256 11,79 -0,74 256 11,79 -0,74 2,56
kvercetir 75,57 0,37 28,7¢ 11,7¢ 0,74 2,56 11,7¢ -0,7¢ 2,5¢ 11,7¢ -0,7¢ 2,5¢
ramnetin 75,57 0,37 28,78 11,79 -0,74 256 11,79 -0,74 256 11,79 -0,74 2,56
siringetir 148,4: 0,7¢ 448: 11,7¢ 0,74 256 11,7¢ -0,7¢ 2,5¢ 11,7¢ -0,7¢4 2,5¢€
daidzein 0,00 0,00 0,00 78,26 0,98 27,25 0,00 0,00 0,00 11,79 -0,74 2,56
formononeti 0,0C 0,0C 0,0C 103,6: 1,57 32,0¢ 0,0C 0,0C 0,0 11,7¢ -0,7¢ 2,5¢
genistein 0,00 0,00 0,00 78,26 0,98 27,25 11,79 -0,74 256 11,79 -0,74 2,56
prunetin 0,00 0,00 0,00 78,26 0,98 27,25 11,79 -0,74 256 37,15 -0,09 7,40
epikatehil 75,57 0,37 28,7¢ 11,7¢ 0,74 256 11,7¢ -0,7¢ 2,5¢ 11,7¢ -0,7¢ 2,5€




Mirza Boji¢ Laboratorijsko ispitivanjedc¢unalno simuiranje antiagregacijskog ¢inka polifenol:

Hijerarhijsko formiranje klaster i mehanizmi antiagregacijskoginka

Na temeljureduciranog skupa molekulskih deskriptora kreirgaohijerarhijsko stablc—
dendrogram,primjenom graktkog Gaussovog modela u kombinaciji s viSedimenii)s

ponovnim uzorkovanjenRezultat je prikazan na slil3.
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Slika 13.Dendrogram (hijerarhijski klasteri) temeljen na eiallskim deskriptorim:
istrazivanih flavonoidaJdaljenost jeteemeljena na prosjeoj vrijednosti parcijalnos
koeficijenta korelacijer]. Klasteri su numerirani i ozgani sivom bojomVjerojatnost
pouzdanosttvora (p) i pouzdanosdpridruzivanja @u) oznaeni su zelenom odnosi
crvenom bojomU crvenim pravokutnicima nalaze se statlgtznaiajni (stabilni)

klasteri s vrijedna& au> 95%.
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Mirza Boji¢ Laboratorijsko ispitivanjedcunalno simuliranje antiagregacijskoginka polifenola

Kako u skupu ima 30 flavonoida tako postoji 3D ¢vorova koji su ozn&ni sivo u
dendrogramu (slika 13). Wava se pet stabilnih klastera 2, 5, 8, 18 i 24st€le 2 i Xine
izoflavonoidi, koji se u kategatkom vrednovanju zbog velikih vrijednosMINaAC u
ADPtestu svrstavaju u kategoriju inaktivnih spoje@&abilan klaster 18ine visokoaktivni
flavonoidi koji su kategorizirani u skupinu aktitnizbog malih vrijednostMINaAC. U
klaster 8 svrstani su flavonoli kvercetin, njegawetilirani derivati ramnetin i izoramnetin te
metoksilirani derivatsiringetin. Flavanoni iz klast 16 s epikatehinorine stabilan klaster
24,

Klaster kojegcine izoflavonoidi formononetin, daidzein, genistéiprunetin sugerira slan
mehanizam djelovanja Sto se pdatvje i literaturnim podacima — djelovanje na cAMPu a
testu agregacije trombocita koja je potaknuta AD#P-@vi spojevi su se pokazali najmanje

ucinkoviti u odnosu na druge klase flavonoida.

Ostalim flavonoidima nije mogie eksplicitno predvidjeti mehanizam djelovanja ljtab20),

tim viSe Sto zajeddki klaster tvore 3,6-dihidroksiflavon i 6-hidrokkifon.
3,6-dihidroksiflavon moze djelovati proagregacijskbog mogtnosti stvaranja semikinona
odnosno kinona, za razliku od 6-hidroksiflavonavéiieno je pokazano u testu agregacije
trombocita koja je potaknuta arahidonskom kiselinddobiveni rezultati u suglasju su s

literaturnim podacima prikazanim u tablici 20.

Ovaj je n&in tvorbe klastera @enje bez titelja) pogodan za predianje jednostavnih
mehanizama djelovanja baziranih na strukturnim Wkarstikama molekula, ukoliko
vrijednosti aktivnosti za veliku ¥@&u molekula nisu poznate. Nedostatakje ovog posstu
kvaliteta kategotike tablice 20, kojase temelji na literaturnim i g&smentalnim podacima.
U nekim sléajevima (npr. epikatehin), a prema podacima izditege, neki su agregacijski
testovi opisani kao negativni, a drugi kao pozitivdto oteZzava kategorizaciju. lako npr.
kvercetin djeluje na velik broj meté&esto u velikim koncentracijama postize Zeljetinak, u
odnosu na one koje se mogu pastn vivo. U kona&nici, velika je véina podataka za
analizirane flavonoide nepoznata, a flavonoidi msffazivati antiagregacijskicinak na vise

zahvatnih toaka ili pak nespecifnim mehanizmom.
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Tablica 20 Pregled mehanizama antiagregacijskoigka flavonoida:

Mehanizam
djelovanja

Flavonoid

lipooksigenaza

ciklooksigenaza 2
tromboksan
sintaza

antagonist TxA;

receptora

lipidni dvosloj

* | dusikov oksid
smanjenje ROS
smanjenje C&*

RISTOtest

TRAPtest

kvercetin
apigenin
hesperetin
luteolin
epikatehin
3,6-diOH-flavon
6-OH-flavon
pinocembrin-7-metileter
genistein
diosmetin
daidzein
prunetin

flavon

Krizin

akacetin
izosakuranetin
izoramnetin

+

+

* | ciklooksigenaza 1

+ +

+

+ + + | fosfolipaza C

+ *| Syk-kinaza

* *| Fin-kinaza

+ + + + fosfodiesteraze

+

+
n
+
+

++++++++++COLtest

=+

+ + + +

+

+ + + +

+ 4+ + 4+ + 4+ + ++ ++ + + + + + +| ADPtest

+ + 1 ASPltest

+

+ ozn&ava ostvarivanje, a potvideniizostanak antiagregacijskoginka navedenim mehanizmom djelovanja.
Crveno ozné&eni podaci rezultat su vlastitih istrazivanja.

! Tablica je pripremljena na osnovi literaturnoggbeela u odjeljku 1.4. Uvoda i rezultata vlastistraZivanja.
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Sluwrajna Suma i predvianje antiagregacijskogdinka

QSAR modeliranje provedeno je metodoméajne Sume. Za testiranje postavljenog modela
primijenjena je LOO metoda (Debeljak 2007.). Poakuge ponavlja 10 puta. Progpa

dobivena ténost modela iznosi 40,67%.

Isti se rezultat dobiva i iz matrice konfuzije (iah 21). U 10 testiranja skupa od 30
flavonoida, njih je 1220d 300 dnoklasificirano te ténost modela iznosi 122 / 300 = 40,67%.

Tablica 21. Matrica konfuzije QSAR modela koji je temeljenmatodi sl¢ajne Sume.

Zapazeno aktivan inaktivan
Predvideno
aktivan 66 94
inaktivan 84 56

Osjetljivost je definirana kao mjerac¢tm predviienih pozitivnih rezultata i iznosi 44,00%
(tl. 66 / (66 + 84)). Specifnost je definirana kao mjera o predvidenih negativnih
rezultata, a iznosi 37,33% (tj. 56 / (56 + 94))rdPaetri t@&nosti, osjetljivosti i specifinosti
pokazuju da je sposobnost prethnja modela izrazito slaba.

Kada su za postavljanje QSAR modela primijenjenmaaglobalni deskriptori, na
cjelokupnom skupu flavonoida d&oost predwdanja je bila 43,33%. Kako je rijeo malom
poboljSanju modela, moze se zakijuda globalni deskriptori slabo opisuju antiagreiski

ucinak flavonoida uz koeficijent determinacije 18,%%govici¢ i sur. 2007.).

Zadrzavanjem samo kvantnokemijskih deskriptora ifgethza supstituente postignuta je
srednja tonost predwianja od 65%, préemu su iz originalnog skupa flavonoida uklonjeni
strukturno znatno raziiti izoflavonoidi. Ovaj podatak ukazuje na velikopneinformativnih
deskriptora u skupu od 131 deskriptora. Za pamg t@&nosti predwianja potrebno je
poznavanje antiagregacijskoginka znatno véeg broja flavonoida i/ili se QSAR analiza

treba provoditi na klasama flavonoida koji imajti mehanizam djelovanja.

S obzirom na slabu taost preduianja modela t€injenicu da globalni i lokalni deskriptori
opisuju samo 18%, odnosno 42% antiagregacijskidgka flavonoida, odabir relevantnih
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deskriptora nije proveden, iako metodacalne Sume omoguje rangiranje deskriptora.
Stoga se moze zakfji da poveéanjem broja deskriptora ne dolazi do poboljsanja

predvidanja.

Obje metode tenja, bez dtelja (hijerarhijsko formiranje klastera) i iteljem (sli&ajna
Suma), pokazale su protutfjei kategorizaciju flavonoida s poznatim mehanizmima
djelovanja, odnosno slabopredanje antiagregacijske aktivnosti. Kako flavonoigeldju
preko razlitih meta i signalnih putova (tablica 20), odabrakup nije prikladan, odnosno
dovoljno velik i homogen za donoSenje za&ljkha o farmakoforima i predianje

antiagregacijskogdinka.

Stoga je za postavljanje kvalitethog QSAR modelesskim postotkom preddanja potrebno
promijeniti skup deskriptora ili usmijeriti istrazimja na specine ciljane mete, npr. cAMP
fosfodiesterazu. Za dodatne provjere mehanizamdowdjeja mogle bi se Koristiti |
nespeciitne metode koristene u ovom radu.ddem specifénost predlozenih metoda mogla
bi se povéati primjenom specifinih inhibitora signalnih putova, kao npr. kombinpagi s
acetilsalicilnom kiselinom koja inhibira ciklook&€gazu u testu agregacije trombocita koja je

potaknuta arahidonskom kiselinom.
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SAZETAK

Medu prirodnim spojevima prisutnim u svakodnevnoj paet, flavonoidi su pokazali povoljartinak
u prevenciji kardiovaskularnih bolesti koji se, &ar djeloméno, moze pripisati antiagregacijskordinku. S
obzirom na farmakoloSki interes, u potrazi za amtitbocitnim lijekovima, potrebna je sustavna ekspentalna
procjena antiagregacijskogcioka flavonoida. Takvi podaci mogli bi sluziti za SBR modeliranje
antiagregacijskog dinka, istrazivanje signalnih putova i procjenu ogg nainvitro testove agregacije
trombocita.

Skup od trideset flavonoida, odabran je za procj@miagregacijskogdinka, na uzorcima pune Kkrvi
pomatu Multiplate® funkcionalnog analizatora (Dynabyte, Njetka) i ADP-a (ADPtest) kao slabog
agonistaagregacije. Petinkovitih flavonoida iz ADPtesta je analiziranoéstiri dodatna agonistaagregacije
(arahidonska kiselina, kolagen, ristocetin i TRAP-Za ra&unalno simuliranje antiagregacijskoginka,
generirano je 155 molekulskih deskriptora koji ojusfizikalno-kemijska, odnosno globalna svojstvalekula i
supstituenata. Od ¢ganalnih metoda za procjenu mehanizama djelovamjaijenjeno je hijerarhijsko formiranje
klasteraviSedimenzijskim ponovnim uzorkovanjem.¢§jna Suma, metoda staté¥ibg Wwenja, koriStena je za
QSAR modeliranje.

Laboratorijski rezultati su iskazani kao minimalka@ncentracija flavonoida koja dovodi do statiti
zn&ajnog smanjenja agregacije trombocita u odnosu emetirani uzorak (minimalna antiagregacijska
koncentracija- MINaAQ). MINaAClavonoida, u pojedinim testovima agregacijekojapaknuta ADP-om,
kolagenom, TRAP-6 i ristocetinom, bila je u sljéde rasponima: 0,12122,07 uM; 15,26-244,14 uM;
15,26-122,07uM i 0,06-15,26 uM. U testu agregacije trombocita koja je potakratahidonskom kiselinom,
proagregacijski &inak je zapazen kod pinocembrin-7-metiletera, epikima, hesperetina i 3,6-
dihidroksiflavona. Literaturni su podaci bili nedasi za interpretaciju rezultata dobivenih tvorbom
hijerarhijskih klastera uslijed raznolikin mehaniza djelovanja pojedinih flavonoida. Validacija pvethnja
wcinka koja se temelji na metodi 8hjne Sume, rezultirala je niskonttmZupredvitanja od 40,67%.

Mjerljivantiagregacijski dginak, na submikromolarnoj razini koncentracija @awida, sugerira da i
svakodnevna konzumacija flavonoida prehranom mdjéeati nain vivoagregaciju trombocita, Sto ukazuje i na
njihovu moguu terapijsku primjenu. Temeljem antiagregacijsléstova s razitim induktorima agregacije,
moze se zakligiti da flavonoidi interferiraju sinvitroagregacijom trombocita, ili antiagregacijski ili
proagregacijski, Sto moze utjecati na interpretadgstova agregacije trombocita na punoj krvi. Razv
pouzdanog QSAR modela onemégju raznovrsni mehanizmi djelovanja flavonoida kwi se ostvaruje
antiagregacijski tinak. Stoga se daljnja istrazivanja trebaju usnijae pojedingdne mete i na povanje broja
analiziranih supstancija.
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SUMMARY

Among natural compounds, present in every day diatonoids have shown beneficial effect in
prevention of cardiovascular diseases that carntthbuded, at least partially, to their antiaggregg activity.
Due to the ever increasing pharmacological interesintiplatelet agents, a systematic experimestaluation
of large flavonoid series is needed. This will geas possible data set for QSAR modeling of antegajory
activity, assessment of signaling pathways anduasian of thein vitro effects of flavonoids on platelet
aggregation in whole blood.

A set of thirty flavonoid aglycones was selected tfte evaluation. Aggregation measurements were
performed on the whole blood samples with multiplatelet functional analyzer (Dynabyte, Germanyyl an
adenosine diphosphate (ADPtest) as a weak agohmsjgregation. Five potent flavonoids from the AB#t
were further analyzed using the four additionalraggtion inducers (arachidonic acid, collagenpdstin and
TRAP-6). Computational design of antiaggregatorfeatfwas based on 155 molecular descriptors ofipalys
and chemical properties; global properties of mdkecand substituents. Method for the assessmenheof
possible mechanisms of action used was hierarchiaatering with multiscale bootstrap resamplingngom
forest, a statistical learning method, was used®AR modeling.

Laboratory results were expressed as minimal cdretéon of flavonoid that can significantly lower
the platelet aggregation compared to the correspgnihtreated sample (minimal antiaggregatory cotraéion
— MINaAC). MINaAC of flavonoids in individual tests were reportedtie following ranges: 0.1222.07uM;
15.26-244.14 uM; 15.26-122.07 uM; and 0.0615.26 uM for ADP, collagen, TRAP-6 and ristocetin
aggregation-inducers, respectively. When arach@awgid was used for induction of platelet aggregatia
proaggregatory effect was observed for pinocembrinethylether, epicatechin, hesperetin and 3,6-
dihydroxyflavone. Literature data was inconclusfee proper interpretation of hierarchical clusteridue to
different mechanism by which flavonoids achievdaggregatory effect. Validation of random forestgtiction
model resulted in 40.67% accuracy.

Measurable antiplatelet activity established atnsiabomolar flavonoid concentrations suggests that
even a dietary consumption of some flavonoids cakeran impact oim vivo aggregation of platelets. These
findings also point out a therapeutic potentiakofe flavonoids. Based on the test with differegarasts of
aggregation it can be concluded that flavonoidsrfate within vitro platelet aggregation assays exhibiting
either anti- or pro-aggregatory influencing thesiptretation of the results of platelet aggregatidevelopment
of reliable QSAR model under described settingaas possible due to different mechanisms respomdiini
antiaggregatory effect. Further studies should $oon specific targets; number of the analyzed anlsts
should be increased.
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