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LIGAND-PROTEIN INTERAKCIJE 3-(1-(3-
HIDROKSIPROPILAMINO)ETILIDEN)HROMAN-2,4-DIONA SA
HUMANIM C REATIVNIM PROTEINOM
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Izvod: Struktura novo sintetisanog derivata kumarina, 3- (1- (3-hidroksipropilamino)
-etiliden) -hroman-2,4-diona, ispitana je primenom teorijskih metoda. Za optimizaciju
strukture ispitivanog kumarinskog derivata koriS¢ena je teorija funkcionalne gustine:
B3LYP funkcional ( sa empirijskim ispravkama disperzije D3BJ) u kombinaciji sa 6-
311+G(d, p) bazisnim setom. Uraden je molekulski doking, kao i analiza dobijenih
rezultata kako bi se utvrdio potencijal inhibicije molekula ispitivanog jedinjenja prema
humanom C-reaktivnom proteinu. Aktivnost inhibicije izracunata je za deset potencijalnih
konformacija liganda unutar proteina.

Kljuéne reci: 3-(1-(3-hidroksipropilamino)-etiliden)-hroman-2,4-dion; CRP,
molekulski doking

Uvod

Kumarini (benzopironi) su velika grupa heterocikli¢nih jedinjenja ¢iju osnovu ¢ine
kondenzovani benzenov i a-pironov prsten. Proucavanje kumarina je pocelo 1820-te
godine, kada je A. Vogel prvi put izolovao kumarin 2H-hromen-2-on (John Leo
Abernethy, 1969) koji je poznat po mirisu vanile ili sveze pokoSone trave, iz biljke
Coumarouna odorata Aube (Dipetryx odorata), po kojoj je i dobio ime (kumaru, Sto na
jeziku juznoamerickih indijanaca iz Francuske Gvajane znaci drvo, Slika 1)

Slika 1. Drvo Coumarouna odorata Aube (Dipetryx odorata) i njegov plod
Figure 1. Wood Coumarouna odorata Aube (Dipetryx odorata) and its fruit
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Kumarini i njegovi derivati su veoma rasprostranjeni u prirodi, naro¢ito u biljnom
svetu, odakle je do danas izolovano vise od 1300 razlicitih jedinjenja, koji se nalaze u
razli¢itim delovima biljaka (korenu, kori, stablu, plodu i listu) (Hoult i Paya, 1996).
Osim u biljkama, kumarini su pronadeni i u proizvodima metabolizma nekih
mikroorganizama i zivotinja (Moore, 1962).

Kumarini pokazuju Sirok spektar bioloskih aktivnosti koje ukljucuju
antibakterijsku, antitumorsku, antioksidativnu, antiinflamatornu, antifungalnu,
(Talapatra i Talapatra, 2015) itd. Zahvaljujuéi Sirokom spektru delovanja ova jedinjenja
su nasla Siroku primenu u medicini u poboljSanju tretmana lecenja raznih bolesti.
Medutim, neki derivati kumarina se ne mogu koristiti u terapeutske svrhe zbog njihovih
toksicnih, kancerogenih i mutagenih osobina. Pored toga, kumarini se koriste koriste i
kao aditivi u hrani, kao kumarinske boje, u kozmetickoj industriji itd.

Derivati kumarina su postali interesantni za hemicare zbog njihove izrazene
bioloske aktivnosti, $to je prouzrokovalo intenzivan razvoj brojnih tehnika za njihovu
sintezu (Zabradnik, 1992). U ovom radu je opisana sintezaje novog derivat kumarina 3-
(1-(3-hidroksipropilamino)-etiliden)-hroman-2,4-dion i ispitivana je njegova interakcija
sa humanim C reaktivnim proteinom (CRP) kori§¢enjem molekulskog dokinga.

Materijal i metode rada

Ispitivano jedinjenje je sintetisano u reakciji 3-acetil-4-hidroksi kumarina sa 3-
amino-1-propanolom u metanolu, koriS¢enjem procedure koju su opisali Budzisz i
saradnici (Budzisz, 2003).

Simulacija molekulskog dokinga uradena je koriS¢enjem AutoDock 4.0 softvera
(Morris i sar., 2009). Trodimenzionalna kristalna struktura CRP proteina uzeta je iz the
Protein Data Bank (PDB ID: 1B09) (Thompson i sar., 1999). Discovery Studio 4.0 je
koris¢en za pripremu proteina za dokingovanje; da se uklonile ko-kristalizovani ligand,
molekuli vode i kofaktori (BIOVIA Discovery Studio 2016). Za izraCunavanje
Kollman-ovih naelektrisanja i dodavanje polarnih vodonika koriS¢en je graficki interfejs
AutoDockTools (ADT). Ispitivani molekul (Slika 2) je pre dokingovanja najpre
optimizovan na B3LYP-D3BJ/6-311+ G (d, p) nivou teorije, i potvrdena je njegova X-
ray struktura. Razmatrana je fleksibilnost liganda, dok je protein fiksiran u ADT-u. Sve
veze liganda su postavljene kao rotirajuce. Primenjena je Geistengerova metoda za
izraCunavanje parcijalnih naelektrisanja. Svi proracuni za fleksibilno dokingovanje
proteina i liganda su uradeni koris¢enjem Lamarckian Genetic Algorithm (LGA)
metode.
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Slika 2: Optimizovana struktura ispitivanog jedinjenja na B3LYP-D3BJ/6-311+G(d,p)
nivou teorije sa numeracijom atoma
Figure 2. The optimized structure of investigated molecule obtained at the B3LYP-
D3BJ/6-311+G(d,p) level of theory with with atom numbering

Rezultati istraZivanja i diskusija

Procena inhibitorne aktivnosti ispitivanog jedinjenja prema humanom CRP
proteinu, uradena je molekulskim dokingom. U ovoj studiji su odredena mesta
potencijalnih vezivanja liganda za protein, kao 1 energije njihovog vezivanja.
Konformacija liganda koja je pokazala najnizu energiju vezivanja (najbolja pozicija)
odredena je na osnovu rezultata dokinga liganda i receptora. Polozaj i orijentacija
liganda unutar receptora (CRP) i interakcije sa aminokiselinama, koji su vezani za
ligand, analizirani su i prikazani pomocu Discovery Studio 4.0 i AutoDockTools-a.

U Tabeli 1 navedene su vrednosti procenjene slobodne energije vezivanja i
konstante inhibicije (Ki) za deset razli¢itih konformacija ispitivanog liganda. Sto je niza
vrednost Ki smatra se da je veéi stepen inhibicije.

Tabela 1. Vrednosti slobodne energije vezivanja (AG,.,) u kcal/mol i konstantne
inhibicije K;(uM)razlicitih polozaja liganada prema C reaktivnom proteinu
Table 1. Estimated free energy of binding (AGy;,g) in kcal/moland estimated inhibition
constant K; (uM) of different poses of ligand against C-reactive protein.

Konformacije AG,., K;

liganda (keal/mol) (UM Vodoni¢ne veze  Hidrofobni kontakti

> ATHR90 A: VALS6
! 470  3.6x10 A-SER44 A: VALLI11
- ) A:GLN31
2 449 5.1x10 A:VAL30 A:VAL34
»  A:GLN3I A:VAL30
3 441 59x10 A:VAL34 A:ALA27
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4 407  1.0x10° A:VAL34 Q;Xﬁ',;;?
5 402 1L1x10° ﬁggﬁg? i\(}’kﬁi
6 -3.88 1.4x10° A:VAL34 QEX&;(;
7 -3.52 2.6x10° / 23§§§i
3 -3.50 2.7x10° / ﬂ,ﬁfig
9 -3.29 3.9x10° / 2§Xj§t§2
10 326 4.1x10° A:GLN35 2:?31};335

Najnize vrijednosti 4Gy, 1 Ki su dobijene za konformaciju 1 (Tabela 1).
Analizirajuci polozaje aktivnih amino kiselina, moze se zakljuciti da se ligand vezuje na
katalitickom mestu substrata slabim nekovalentnim interakcijama. Najistaknutije su H-
veze, alkil-t i n-c interakcije. Treonin i Serin na pozicijama 90 i 44, u primarnim
strukturama lanca A, imaju dominantnu ulogu kao aktivha mesta humanog CRP
proteina za inhibitornu aktivnost, bez obzira na konformaciju ispitivanog liganda (slika
3). THRO0 formira tri vodoniéne veze (2.10, 2.27 i 2.36 A duzine) sa C = O, OH i
amino grupama liganda, dok SER44 formira vodoni¢nu vezu od 2.33 A duZine sa
kiseonikom iz hidroksilne grupe liganda (Slika 3). Val86 formira slabe interakcije n- i
alkil-m sa benzenom i hromanskim prstenovima liganda, dok VAL111 formira alkil-n
slabu interakciju sa benzenskim prstenom (Slika 3).

T
SER44 . y
Slika 3: Interakcija izmedu liganda i amino kiselina iz humanog C reaktivnog proteina

Figure 3. Picture showing interaction between ligand and amino acids in human C-
reactive protein.
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Zakljucak

Novo sintetisani derivat kumarina 3-(1-(3-hidroksipropilamino)-etiliden)-hroman-
2,4-dion je ispitan primenom teorijskih metoda. Izabrani DFT model (B3LYP-D3BJ/6—
311+G(d,p)) je veoma dobro reprodukovao X-ray strukturu sintetisanog molekula.
Rezultati molekulskog dokinga pokazuju da ispitivano jedinjenje formira stabilan
kompleks sa humanim CRP-om, $to je evidentno iz dobijenih vrednosti energija
vezivanja (AGye, u kcal/mol). Najznacajnije interakcije izmedu liganda i proteina su
ostvarene vodonicne veze, alkil-m i n-c interakcije. Na osnovu dobijenih preliminarnih
rezultata moze se zakljuciti da ligand 1 (ispitivano jedinjenje) pokazuje inhibitornu
aktivnost prema humanom C-reaktivnom proteinu.

Napomena

Istrazivanja u ovom radu deo su projekata “Metode modeliranja na vise skala sa
primenama u biomedicini“ (broj: 174028), ,,Sinteza, modelovanje, fizi¢ko-hemijske i
bioloske osobine organskih jedinjenja i odgovaraju¢ih kompleksa metala” (broj:
172016) i1 ,Dinamika nelinearnih fizickohemijskih i biohemijskih sistema sa
modeliranjem i predvidanjem njihovih ponasanja pod neravnoteznim uslovima” (broj:
172015), koje finansira Ministarstvo prosvete, nauke i tehnoloskog razvoja.
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Abstract

The structure of the newly synthesized coumarin derivative, 3-(1-(3-
hydroxypropylamino)-ethylidene)-chroman-2,4-dione, was investigated theoretically.
The density functional theory calculations, with B3LYP functional (and with empirical
dispersion corrections D3BJ) in combination with the 6-311+G(d,p) basis set, are
performed in order to optimized the molecular structure of the investigated coumarin
derivative. Molecular docking analysis was carried out in order to identify the potency
of inhibition of the title molecule against human C-reactive protein. The inhibition
activity was obtained for ten conformations of ligand inside protein.

Key words: 3-(1-(3-hydroxypropylamino)ethylidene)chroman-2,4-dione, CRP,
Molecular docking
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