Marin Kuntic

Spektrofotometrijsko odredivanje
konstanti vezivanja i termodinamickih
parametara kvercetina 1 morina za
govedi albumin seruma

U ovom radu predstavljena je spektrofotometrijska metoda za odredivanje
konstanti vezivanja kvercetina i njegovog strukturnog izomera morina za govedi
albumin seruma (BSA), koji je homolog humanom albuminu seruma (HSA) i
odlican model za pracenje reakcije ligand-protein. Spektrofotometri su mnogo
dostupniji instrumenti od fluorimetara i polarizacionih fluorimetara, na kojima su
radena dosadasnja istraZivanja na ovom polju. Stehiometrija reakcije je odredena
Jobovom metodom kontinualnog variranja. Dobijen je odnos flavonoida i BSA od
6:1 i za kvercetin i za morin. Konstante vezivanja kvercetin-BSA i morin-BSA
dobijene su sa Jobove krive na po 3 razlicite temperature i znatno su niZe od lite-
raturnih konstanti (3. do 4. reda veliCine), sto je posledica stehiometrije reakcije.
Niske konstante vezivanja ukazuju da se flavonoidi mogu lakSe otpustati sa
proteina nosaca, ¢ime se njihovo farmakolosko dejstvo pojacava. Dobijena razlika
u konstantama vezivanja izmedu kvercetina i morina sa BSA moZe biti posledica
sternog efekta koji je uzrokovan razlic¢itim poloZajem -OH grupa na fenilnom
prstenu. Termodinamicki parametri vezivanja su odredeni sa Van't Hofove krive.
Pozitivne vrednosti AH i AS u sluc¢aju oba flavonoida sugerisu da je vecina veza
izmedu flavonoida i BSA hidrofobnog karaktera, ali se ne smeju iskljuciti i druge
vrste interakcije. Negativna vrednost AG vezivanja kod oba flavonoida govori o
spontanosti reakcije.

Uvod

Flavonoidi (flavus: Zut) ili bioflavonoidi su polifenolna jedinjenja
koja su prisutna u velikom broju viSih biljaka (jabuke, citrusno voce,
grozde), odnosno hrani i piu napravljenim na bazi bilja (voéni sokovi,
vino, kafa, pivo). Do sada je identifikovano viSe od 5000 razlicitih
flavonoida, a taj broj se stalno povecava. PoCev od 1938. godine kada je
Szent-Gyorgyi objavio prvi rad o flavonoidima, gde je pokazano da flavo-
noidi smanjuju permeabilnost kapilara pa do danas, objavljen je veliki broj
radova u kojima se opisuje njihova struktura i dokazuju brojne bioloske i
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farmakoloSke aktivnosti (antimikrobna, antikancerogena, kardioprotek-
tivna, uticaj na krvne sudove). Neki flavonoidi se koriste kao dijetetski
suplementi, a neki kao lekovi.

Uneti u organizam, flavonoidi se vezuju za proteine krvne plazme,
prvenstveno za albumin krvnog seruma, koji ¢ini preko 60% od ukupnih
proteina plazme i predstavlja transportni protein za najveci broj lekova i
metabolita. Vezivanjem za albumin seruma, smanjuje se koncentracija
slobodnog flavonoida u krvnoj plazmi, ¢ime se umanjuje njegovo farma-
kologko delovanje. Sto je vezivanje za albumin jate, odnosno §to je kon-
stanta vezivanja veca, farmakoloSko delovanje flavonoida je manje.

U literaturi je opisana reakcija vezivanja flavonoida i humanog
albumina seruma (HSA — human serum albumin), kao i reakcija vezivanja
flavonoida za govedi serum albumin (BSA — bovine serum albumin), koje
je strukturni homolog HSA i odlican model za pracenje reakcija ligand-
-protein. Reakcija vezivanja flavonoida i BSA pracena je uglavnom fluori-
metrijski, poSto je BSA fluorescentni molekul ¢ija fluorescencija poti¢e od
fluorofore (aminokiselina triptofana i tirozina). Flavonoid vezivanjem za
BSA gasi fluorescenciju, odnosno smanjuje intenzitet emitovane svetlosti,
posto se vezuje za aktivno mesto koje sadrZi fluoroforu, a takode menja i
fluorescentnu anizotropiju. Na osnovu ovih promena u fluorescenciji,
moguce je izraCunati jacinu vezivanja, odnosno konstantu asocijacije
kompleksa flavonoid-BSA.

Odredivanje konstante vezivanja mogude je i spektrofotometrijski,
posto su flavonoidi hromofore — UV-VIS spektri vecine flavonoida poka-
zuju dva glavna apsorpciona maksimuma: prvi, koji se nalazi u opsegu
240-285 nm (naziva se traka II) i drugi, u opsegu 300-400 nm (traka I).
Takode, i BSA apsorbuje u UV delu spektra, na oko 280 nm. Jedna od
metoda odredivanja konstante vezivanja spektrofotometrijski je i Jobova
metoda.

Cilj rada bio je odrediti konstante vezivanja dva flavonoida, kver-
cetina i morina sa BSA, kao i termodinamicke parametre vezivanja
spektrofotometrijski, posto su spektrofotometri instrumenti koji se stan-
dardno nalaze u svakoj laboratoriji i dostupniji su od fluorimetara i
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polarizacionih fluorimetara. Kvercetin je izabran jer je jedan od naj-
rasprostranjenijih flavonoida u biljnom svetu i §iroko je prisutan na trZistu
kao dijetetski suplement. Morin je izomer kvercetinu, po strukturi se
razlikuje samo po polozaju -OH grupe u fenilnom prstenu (slika 1), pa je
cilj bio i utvrditi da li razlika u poloZaju jedne -OH grupe uti¢e na
konstantu vezivanja sa BSA.

Materijal i metode

Kori$éene su sledece hemikalije: morin (Fluka), kvercetin (Merck),
BSA (Fisher Chemical), natrijum-hidrogenfosfat (Alkaloid p.a.) i natrijum-
-dihidrogenfosfat (Merck Alkaloid p.a.). Napravljeni su osnovni rastvori
kvercetina i morina koncentracije 20 UM u smeSi etanola i vode (1 : 100) i
rastvor BSA koncentracije 20 pM u fosfatnom puferu (pH = 7.4).

Sva spektrofotometrijska merenja vrSena su na spektrofotometru
CESIL CE 2021 na talasnoj duzini od 418 nm u kvarcnim kivetama
optickog puta 1 cm.

Da bi se ispitalo da li su fomirani kompleksi flavonoida i BSA,
snimljeni su spektri rastvora kvercetina, morina i BSA pojedina¢no u
oblasti od 250 do 600 nm, a zatim je snimljen spektar smeSe kvercetina sa
BSA, odnosno morina sa BSA. Nakon §to je ustanovljeno da je nastao
kompleks (do$lo je do pomeranja apsorpcionog maksimuma flavonoida sa
388 nm za kvercetin, odnosno 399 nm za morin, na 418 nm), snimljeni su
spektri smeSe kvercetina i BSA, odnosno morina i BSA, a za baznu liniju
je uzet spektar kvercetina, odnosno morina. Na taj nacin su dobijeni
spektri nagradenog kompleksa. Za dalji rad koriScena je talasna duZina

koja odgovara maksimumu spektra razlike (Amax = 418 nm).
Jobova metoda

Za odredivanje konstanti vezivanja flavonoid-BSA kori$¢ena je Jobo-
va metoda. Ova metoda se sastoji u tome da se napravi serija rastvora
odmeravanjem razli¢itih zapremina ekvimolarnih rastvora flavonoida i
BSA tako da rastvori serije imaju konstantnu ukupnu koncentraciju i zap-
reminu, a razli¢it odnos flavonoida i BSA. U radu, osnovni rastvori kver-
cetina, odnosno morina i BSA, pomeSani su u 12 razlic¢itih odnosa (1.1 :
09,12:08,13:0.7,14:06,15:05,1.6:04,1.7:03,1.75:0.25,
1.8:02,1.85:0.15,19:0.1, 1.95 : 0.05) pri konstantnoj ukupnoj kon-
centraciji od 20 yM. Snimljena je apsorbancija ovih rastvora, a slepa
proba za svaki od rastvora bio je rastvor kvercetina, odnosno morina,
odgovarajuée koncentracije. Za dobijene rezultate nacrtan je grafik
zavisnosti apsorbancije od molskog udela kvercetina, odnosno morina.
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Maksimum tog grafika odreduje stehiometrijski odnos u kome se
kvercetin, odnosno morin vezuje za BSA.

Izracunavanje konstanti vezivanja

Konstante vezivanja kvercetina i morina za BSA odredene su iz
podataka dobijenih Jobovom metodom. Ekstrapolacijom Jobove krive,
dobija se teorijska vrednost apsorbancije, odnosno ona vrednost apsor-
bancija koju bi kompleks imao da su reaktanti potpuno izreagovali u
odgovaraju¢em stehiometrijskom odnosu. Odnos teorijske i izmerene vred-
nosti apsorbancije smeSe kvercetina i BSA, odnosno morina i BSA,
predstavlja koncentraciju nastalog kompleksa, koja se moZze izraziti preko
izraza (1):

Aw ¢ (1)

[BSA:F] =

S

ext

gde je [BSA:F] koncentracija kompleksa koji grade flavonoid i BSA, A,
merena apsorbancija, A. ekstrapolisana apsorbancija, a C ukupna kon-
centracija flavonoida ili BSA.

Za odredivanje konstanti vezivanja pored koncentracije kompleksa
potrebne su i ravnoteZzne koncentracije flavonoida i BSA. One se mogu
izraziti kao razlika pocetne koncentracije flavonoida i BSA i koncentracije
nastalog kompleksa. Tada se dobija sledeci izraz za konstantu vezivanja:

A, o))

Coor ~ 2 clle, —n-An ¢
‘ Aexl Aexl

gde su Cg i Cggp 1 poCetne koncentracije flavonoida , odnosno BSA, a n
je stehiometrijski odnos flavonoida i BSA.

IzraCunavanje termodinamickih parametara reakcije

Za odredivanje termodinamickih parametara (AS, AH, AG) kon-
struisan je grafik zavisnosti prirodnog logaritma konstante vezivanja od
reciprocne vrednosti apsolutne temperature. PoSto su po Van't Hofovoj
jednacini:

_AH 1 + AS 3)
R T R

InK =

nagib, odnosno odsecak prave In K = k -(1/ T) + [ propocionalni promeni
entalpije, odnosno entropije reakcije, ove termodinamicke veliine se mo-
gu izraziti preko jednacina:
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AH =-R -k (4)
AS=R-I (5)

gde je [ odsecak, a k nagib Van't Hofove prave. Promena Gipsove slo-
bodne energije odreduje se iz jednacine:

AG =—RT -InK (6)

gde je K konstanta vezivanja, a R univerzalna gasna konstanta (R = 8§.314
K 'mol™).

Rezultati 1 diskusija

Stehiometrija reakcije vezivanja flavonoida za BSA odredena je
Jobovom metodom na gore opisani nacin. Kroz 12 tacaka grafika
zavisnosti apsorbancije kompleksa flavonoid-BSA od molskog udela
flavonoida, konstruisana je kriva ¢iji maksimum odreduje odnos u kome
reaguju flavonoid i BSA. Oba flavonoida su reagovala sa BSA u odnosu
6:1, pa je stoga prikazana samo kriva morina sa BSA (slika 2). Tako je
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Jobova metoda radena na viSe temperatura (283, 293 i 303 K za kvercetin
i 293, 303 i 313 K za morin), odnos u kojem flavonoid i BSA reaguju
nije se menjao sa promenom temperature reakcione smese.

Reakcija vezivanja nekih flavonoida sa BSA opisana je u literaturi,
gde je nadeno da flavonoid i BSA reaguju u odnosu 1 : 1 (Gutzeit et al.
2004, Hu et al. 2012, Liu et al. 2010, Wang et al. 2007, Zsila et al.
2003). Opisane metode su fluorimetrijske, odnosno zasnivaju se na gaSe-
nju fluorescencije samog molekula BSA kada se za njega veZe flavonoid.
Fluorimetrijskom metodom moZe se pratiti samo reakcija vezivanja
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Slika 2.

Grafik zavisnosti
apsorbancije od
molskog udela morina u
reakcionoj smesi na
293 K

Figure 2.

Plot of apsorbance
against mol fraction of
quercetin at 293 K
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flavonoida kod fluorofore BSA, pa je verovatno stoga dobijen stehio-
metrijski odnos 1 : 1, jer se flavonoid vezao samo za aktivni centar
proteina koji sadrzi fluoroforu. Spektrofotometrijska metoda nema ova
ograni¢enja i mogude je pratiti vezivanje flavonoida na Citav molekul
BSA, pa dobijen stehiometrijski odnos 6 : 1 ukazuje da se flavonoid
vezuje na viSe razliitih mesta na BSA.

Konstante vezivanja dobijene su iz odnosa teorijske i izmerene
vrednosti apsorbancije (2) pri odnosu flavonoida i BSA 6 : 1 i prikazane
su u tabeli 1.

Tabela 1. Konstante vezivanja na razli¢itim temperaturama (M_6)

283 K 293 K 303 K 313 K
Kvercetin 6.3 10.0 29.8
Morin 17.0 399 257.5

Dobijene konstante vezivanja ukazuju na slabu vezu izmedu fla-
vonoida i BSA. Poredenjem sa literaturnim podacima, gde je nadeno da se

konstante stabilnosti kompleksa kvercetin-BSA krecu u intervalu 1.5 x10"

4.0 ><106 Mfl, uocava se da su dobijene konstante niZe ¢ak za 3 do 4
reda veliCine, $to je direktna posledica stehiometrijskog odnosa flavo-
noid-BSA 6 : 1, pa je u jednacini (2) eksponent 6, n = 6. Razlike izmedu
konstanti vezivanja kvercetina i morina sa BSA nisu znacajne, ali ipak
postoje i ukazuju da polozZaj -OH grupa u fenilnom prstenu uti¢e na jacinu
ostvarene veze sa proteinom. Hidroksilne grupe u meta poloZaju kod
morina verovatno su sterno povoljnije za reakciju sa BSA od hidroksilnih
grupa u orto poloZaju kod kvercetina, Sto rezultira jaCom vezom. Takode,
iz tabele 2 moZe se uociti da konstante stabilnosti kompleksa rastu u
ispitivanom opsegu temperatura, Sto ukazuje da je reakcija vezivanja u
oba slucaja endotermna.

Termodinamicki parametri reakcije vezivanja dobijeni su iz zavisnosti
prirodnog logaritma konstante vezivanja od recipro¢ne vrednosti tempera-
ture kao nagib i odsecak prave (3). Poznajuéi termodinamicke parametre,
moguce je odrediti tip veze koji postoji izmedu flavonoida i BSA u
formiranom kompleksu. Tipovi interakcija mogu biti Van der Valsove
interakcije, hidrofobne interakcije, vodoni¢ne veze ili elektrostati¢ke inter-
akcije. Kod tipi¢ne hidrofobne interakcije promena entalpije i entropije su
pozitivne vrednosti, dok kod Van der Valsovih interakcija i vodoni¢ne
veze imaju negativne vrednosti. Dobijene vrednosti termodinamickih
parametara predstavljene su u tabelama 2 i 3.
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Tabela 2. Vrednosti promena entropije i entalpije

l k AS (J/mol) AH (kJ/mol)
Kvercetin 2516 —6.6+1.7 210450 55+14
Morin 45410 —-1243 370180 10024

Tabela 3. Vrednosti promene Gibsove slobodne energije

Temperatura (K)  AG (kJ/mol)

Kvercetin Morin
283 —4.3
293 5.6 —-6.9
303 -85 923
313 —14 4

Iz tabela 2 i 3 moZe se uociti da i kvercetin i morin imaju pozitivne
vrednosti AH i AS, kao i negativnu vrednost AG. Pozitivne vrednosti AH
i AS ukazuju da su interakcije izmedu flavonoida i BSA hidrofobnog
karaktera. U radovima gde se reakcija vezivanja flavonoida i BSA pratila
fluorimetrijski, dobijene su negativne vrednosti AH i pozitivne vrednosti
AS, §to pokazuje da se flavonoid vezuje za aktivni centar proteina koji
sadrzi fluoroforu nekim drugim tipom veze, koja je jaca od hidrofobnih
interakcija. lako se spektroforometrijskom metodom mogu potvrditi samo
veze hidrofobnog karaktera, ne moZe se iskljuciti ni postojanje drugih
veza elektrostati¢ke prirode. Negativne vrednosti AG ukazuju da je
reakcija vezivanja flavonoida za BSA u vodenom rastvoru na datim tem-
peraturama spontan proces. Razlike koje postoje u vrednostima AH i AS
formiranja kompleksa BSA sa kvercetinom, odnosno morinom, posledica
su nastajanja veza razlicite jaCine, Sto je opet posledica razliCite strukture
ova dva flavonoida, odnosno razli¢itih polozaja -OH grupa u fenilnom
prstenu.

Zakljucak

U ovom radu odredena je stehiometrija reakcije vezivanja kvercetina
za BSA, odnosno morina za BSA, koja u oba slucaja iznosi 6 : 1. Izra-
Cunate su konstante vezivanja kompleksa kvercetin—-BSA i morin-BSA
koje su znatno niZe od literaturnih podataka. Pozitivne vrednosti AH i AS
ukazuju da su interakcije izmedu flavonoida i BSA veéinom hidrofobnog
karaktera, dok negativna vrednost AG pokazuje da je formiranje komplek-
sa pri datim uslovima spontan proces. Razlike u konstantama vezivanja,
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kao i u termodinamic¢kim parametrima izmedu kompleksa kvercetin-BSA i
morin-BSA postoje usled razlike u polozaju hidroksilnih grupa u fenilnom
prstenu flavonoida. Niske konstante vezivanja ukazuju na to da se
flavonoidi lakSe otpusStaju sa proteina nosaca, ¢ime se pojacava njihovo
farmakolosko dejstvo i proSiruje njihova primena kao lekova.
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Marin Kuntic¢

Spectrophotometric Determination of Binding Constants of
Quercetin and Morin with Bovine Serum Albumine and their
Thermodynamic Parameters

Flavonoids are one of the largest groups of polyphenolic natural
compounds. A considerable number of plant medicines that contain
flavonoids have antibacterial, anti-inflammatory, antiviral, antineoplastic,
cardioprotective and vasodilatory actions. Administrated in human organ-
isms, flavonoids are transported by the serum protein albumin. Since only
unbounded flavonoid exhibits pharmacological properties, the investiga-
tion of binding of flavonoids to the protein is of great importance.

In this paper spectrophotometry was used to determine the binding
constants of quercetin and its structural isomer morin with bovine serum
albumin (BSA), which is a structural homolog with human serum albumin
(HSA) and a suitable model for protein-ligand studies. Spectrophotometers
are much more affordable instruments than fluorimeters and polarization
fluorimeters which have been used in this field before. Stoichiometry of
the reaction was determined from Job’s method of continuous variation.
The obtained stoichiometry for the flavonoid-BSA complex was 6 : 1 for
both quercetin and morin. Binding constants were also determined from
the Job’s plot at 3 different temperatures for each flavonoid. The calcu-
lated constants were much lower than those found in the literature (3 to 4
orders of magnitude), because of the stoichiometry of the reaction. Differ-
ences in binding constants values between quercetin and morin could be
caused by the position of the -OH group on the phenyl ring. Low values
of the binding constants indicate that flavonoids can be released from the
protein much easier and therefore be more effective as drugs. Thermody-
namic parameters were obtained from Van’t Hof’s plot. Positive values of
AH and AS for both quercetin and morin suggest that most of the
flavonoids have hydrophobic interactions with BSA, but other types of in-
teractions cannot be excluded. Negative AG values for both flavonoids in-
dicate that binding with BSA is spontaneous.
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