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1 Uvod

1.1 Radikali kao toksini u bioloskim procesima 1 uloga polifenola kao
antioksidansa

Opée je prihvaceno da slobodni radikali kroz stvaranje oksidativnog stresa igraju klju¢nu ulogu
u patoloskom putu brojnih bolesti uklju¢ujuéi neurodegenerativne, kardiovaskularne, maligne,
autoimune 1 mnoge druge (Halliwell 1 Gutteridge, 2015). Oksidativni stres je patoloski proces
pretjeranog stvaranja slobodnih radikala koji u bioloSkom sustavu rezultira Stetnim u¢inkom na
vitalne dijelove stanice kao Sto su membrana, proteini 1 DNK. Pri tome najvazniju skupinu
radikala ¢ine radikali reaktivnih kisikovih spojeva, (ROS, engl. reactive oxygen species) (Valko
1 sur., 2007). Reaktivni kisikovi spojevi su skupina spojeva koja ukljucuje radikale koji sadrze
kisik, ali 1 neke ne radikalne spojeve kao §to je vodikov peroksid. Jedan od bioloski zna¢ajnih
radikala iz skupine reaktivnih kisikovih spojeva je hidroksil radikal (OH"). To je iznimno
reaktivan radikal koji in vivo nastaje u nizu procesa 1 u prisutnosti zeljezovih (III) iona. Ovaj
radikal iznimno brzo reagira s DNK ili drugim molekulama koje se nadu u njegovoj
neposrednoj blizini (Halliwell 1 Gutteridge, 2015). Osim iznimne reaktivnosti, treba istaknuti
da hidroksil radikal ima sposobnost propagiranja kroz vodeni medij Grotthussovim reakcijskim
mehanizmom prijenosa vodika: HOH+'OH —OH" +HOH (Hadizadeh i sur., 2021).

Kako bi se smanjili Stetni ucinci slobodnih radikala i utjecalo na oksidativni stres
organizma, razmatra se antioksidativni u¢inak brojnih spojeva koji se mogu unijeti prehranom.
Jedna skupina spojeva koja je sveprisutna u biljnom svijetu, a u novije vrijeme se nasla u
interesu sve veceg broja istrazivanja su flavonoidi (Perez-Vizcaino i Fraga, 2018). To su spojevi
Cija je zajedniCka strukturna karakteristika skelet od dva aromatska prstena (A i B) povezana
heterociklickim piranskim prstenom (slika 1). Dijelimo ih u Sest skupina s obzirom na stupanj
oksidacije te poloZaj ugljikovog atoma na koji je vezan B prsten (de Souza i sur., 2021; Panche
i sur., 2016). Unutar svake skupine flavonoidi se medusobno razlikuju po supstituentima na
ugljikovim atomima, a ukupno je viSe od 8000 razli¢itih derivata izolirano i identificirano
(Ziyatdinova i Budnikov, 2015). Antioksidativna svojstva flavonoida proizlaze iz njihovog
dvojnog djelovanja koja su dokazano in vitro (Pietta, 2000), odnosno primarnog i sekundarnog
antioksidativnog djelovanja (Galano i sur.,, 2016). Sekundarno antioksidativno djelovanje
flavonoidi iskazuju inhibiranjem enzima zasluznih za produkciju superoksida kelirajuci

metalne ione bitne za njihovo djelovanje. Osim kelirajuceg efekta, flavonoidi mogu imati i



primarni antioksidativni u¢inak, odnosno mogu direktno sudjelovati u reakciji sa slobodnim
radikalima. Pri tome najprije stvaraju relativno manje reaktivne radikalne meduprodukte

stabilizirane delokalizacijom elektrona (de Souza i sur., 2021), a krajnji produkt su jo§ manje

ey

Slika 1: Osnovna struktura flavonoida s numeriranim atomima i1 ozna¢enim prstenovima.

reaktivni kinoni (Pietta, 2000).

Kvercetin (3,3',4',5,7-pentahidroksiflavon) (slika 2) je jedan od najSire rasprostranjenih
flavonoida u prehrani; prisutan je u lisnatom povréu, sjemenkama, orasastim plodovima,
brokuli, maslinovom ulju, citrusima, jabukama, luku, zelenom c¢aju, crvenom grozdu,
borovnicama, brusnicama 1 mnogim drugim (Anand David 1 sur., 2016). Pokazano je da pri
fizioloSkom pH kvercetin moze postojati 1 u protoniranom 1 u deprotoniranom obliku,
preferabilno otpustajuci proton sa 70H 1 4'OH polozaja. Takoder je pokazano da deprotonirani

oblici pokazuju vecu razinu antioksidativnog djelovanja (Lemanska i sur., 2001).

Slika 2: Kemijska struktura kvercetina s numeriranim atomima i oznacenim prstenovima.

1.2 Antioksidativne reakcije polifenola s radikalima

Antioksidativne reakcije polifenola sa slobodnim radikalima mogu se odvijati kroz nekoliko
razlicitih reakcijskih mehanizama §to ovisi ne samo o vrsti antioksidansa i radikala, ve¢ i o
uvjetima u okolini kao Sto su polarnost reakcijskog medija 1 pH (Galano 1 Alvarez-Idaboy,
2018). Reakcijske mehanizme mozZemo svrstati u dvije skupine: reakcije koje se odvijaju u
jednom reakcijskom koraku i reakcije koje se odvijaju u dva reakcijska koraka. U tablici 1 je

prikazana uobicajena kategorizacija reakcijskih mehanizama antioksidativnih reakcija.



Tablica 1 Reakcijske sheme reakcije polifenola sa slobodnim radikalima.

Mehanizam reakcije Reakcijska shema
Reakcije s jednim reakcijskim korakom
RAF (reakcija formacije radikal adukta) H,AO+'R—[H,AO-R]

a) HhAO+'R—H,AO™+R"

SET (reakcija prijelaza jednog elektrona)
b) HhAO+R—H,AO"+R"
HAT (reakcija prijelaza atoma vodika) H,AO+R—Hn1AO+HR

PCET (reakcija spregnutog prijelaza elektrona 1
HnAO‘l"R-)Hn.lAO""HR
protona)

Reakcije s dva reakcijska koraka

SPLET (reakcija uzastopne deprotonacije 1 prijelaza H:,AO —H,tAO+H"
elektrona) Hn-1AO+R—H,.1AO™+R"
SEPT ili SET-PT (reakcija uzastopnog prijenosa H,AO+R—H,AO"+R"
elektrona i protona) H,AO"+R —H,n.1AO™+HR
SPLHAT (reakcija uzastopne deprotonacije i prijelaza H,AO —H,.;AO+H"
atoma vodika) Hn:1AO+'R—Hn,2AO™+HR

Kao sto je vidljivo iz tablice, HAT (reakcija prijelaza atoma vodika, engl. Aydrogen atom
transfer) 1 PCET (reakcija spregnutog prijelaza elektrona i protona, engl. proton coupled
electron transfer) imaju jednake reaktante i produkte. Razlika je u tome Sto se u HAT reakcijama
proton i elektron prenose zajedno kao jedan atom vodika dok se u PCET reakcijama proton i
elektron prenose uglavnom s razliCitih reakcijskih mjesta molekule pri ¢emu u prijenos
elektrona 1 protona ukljuCuje razli€ite elektronske orbitale. U slucajevima u kojima nije
identificirano je li rije¢ o HAT ili PCET reakciji, ¢esto se koristi pojam formalne HAT reakcije,

skraceno f-HAT.

SPLET (reakcija uzastopne deprotonacije i1 prijelaza elektrona, engl. sequential proton
loss electron transfer) 1 SPLHAT (reakcija uzastopne deprotonacije i prijelaza atoma vodika,
engl. sequential proton loss hydrogen atom transfer) oboje imaju zajednicki prvi reakcijski
korak deprotonacije antioksidansa, no razlikuju se po drugom reakcijskom koraku. U SPLET

reakciji u drugom koraku dolazi do prijelaza elektrona s antioksidansa na radikal dok u



SPLHAT reakciji dolazi do prijelaza vodika, odnosno f-HAT reakcije (Galano i Alvarez-Idaboy,
2018).

1.3 Metode racunske kemije u istrazivanju reakcijskih mehanizama

U istrazivanju reakcijskih mehanizama u bioloskim sustavima koriste se brojne komputacijske
strategije racunske kemije. Nacelno, alate racunske kemije mozemo svrstati u nekoliko Sirokih
skupina s obzirom na njihove metode racunanja rezultata. 4b initio raCunalne metode, kao Sto
im 1 samo ime govori, po¢ivaju na temeljnim pretpostavkama fizike, tj. pristupaju raCunanju
valne funkcije rjeSavanjem aproksimacije Schrodingerove jednadZzbe od pocetka (lat. ab initio).
Za razliku od ab initio racunalne metode, semi-empirijske metode raCunaju valnu funkciju
koriste¢i vise aproksimacija. Umjesto direktnog racunanja zahtjevnih integrala kao u ab initio
metodi, koristi se zbirka ve¢ izraCunatih integrala dobivenih dijelom iz eksperimentalnih
podataka te se trazi vrijednost koja se najbolje podudara s eksperimentalno ili teoretski
odredenim vrijednostima. Time se dobiva manje tofan rezultat, ali puno brze od ab initio
metode. Kalkulacije funkcionala gusto¢e (DFT, eng. density functional theory) je metoda koja
za razliku od prethodne dvije ne racuna valnu funkciju, ve¢ izravno ra¢una funkciju elektronske
gustoc¢e. Obic¢no je brza od ab initio metode, ali sporija od semi empirijske (Lewars, 2016). Pri
istrazivanju reakcijskih procesa slobodnih radikala, u istrazivanjima se trenutacno najcesce
koriste DFT metode (Spiegel, 2022).

Molekulna dinamika (MD) je komputacijska metoda koja prikazuje molekule u pokretu.
Ovisno o zahtjevima simulacije, veliCini sustava 1 dostupnosti komputacijske sposobnosti,
koriste se klasicne mehanicke ili ranije spomenute kvantno mehanicke kalkulacije 1 njihove
aproksimacije kako bi se izraCunale putanje kretanja atoma u sustavu. Time se dobiva potpunija
slika reakcije koja se promatra jer se molekule mogu smjestiti u okolinu koja imitira stvarne
uvjete. Glavni je nedostatak molekulske dinamike velika komputacijska zahtjevnost (Lewars,
2016; Hollingsworth i Dror, 2018).

Osim odabira metode kalkulacije, prilikom izvodenja racunalnih kalkulacija potrebno je
odabrati i krajnji cilj kalkulacije, odnosno odrediti strategiju kojom ¢emo kvantificirati proces
koji proucavamo. U slucaju slobodnih radikala, identificirano je nekoliko efektivnih strategija.
U istrazivanjima se koriste termokemijske 1 kineticke metode te analiza elektronske strukture
(Spiegel 1 sur., 2022; Galano 1 Alvarez-Idaboy, 2018). Analizom elektronske strukture moguce
je odrediti vrijednosti koje koreliraju s antioksidativnom reaktivnosti kao Sto su entalpija
disocijacije veze (BDE, engl. Bond dissociation energy), energija ionizacije (IE), elektronski

afinitet (EA) i dr. IE 1 EA je moguce odrediti i racunajuci energije HOMO i LUMO orbitala.



Kalkulacije elektronske strukture kao rezultat daju valne funkcije i delokalizirane
molekulske orbitale koje je teSko interpretirati i povezati sa stvarnim kemijskim principima
vezanja atoma. Kako bi se delokalizirane orbitale lakSe interpretirale postoje razne metode
lokalizacije molekulskih orbitala ¢ime se dobivaju matematicki ekvivalentne raspodjele
elektrona smjestene u orbitale koje bolje odgovaraju konceptu kemijske veze i neveznih
elektrona (Lewars, 2016). Knizia (2013) predlaze metodu lokalizacije orbitala koje naziva
»intrinzi¢ne vezne orbitale* (IBO, engl. intrinsic bond orbitals). Takve lokalizirane molekulske
orbitale (u nastavku IBO) daju egzaktnu reprezentaciju valnih funkcija dobivenih SCF raunom
na nacin da su IBO lokalizirane na §to manjem broju atoma. IBO daju vrlo dobru i intuitivnu

reprezentaciju kemijskih veza 1 molekulskih orbitala (Knizia, 2013).

Kako bi se dobile IBO, koriste se ,,intrinzi¢ne atomske orbitale (IAO, engl. intrinsic
atomic orbitals). TAO ukljucuju doprinos pojedina¢nih atoma unutar molekule molekulskoj
valnoj funkciji. Pomocu TAO zatim se konstruiraju IBO metodom lokalizacije orbitala sli¢noj
Pipek 1 Mezey metodi (1989). Oni su za konstrukciju veznih orbitala maksimizirali vrijednost

L koja je suma parcijalnih naboja g kojim svaka konstruirana orbitala i doprinosi atomu 4:

atomi orbitale

b= > el
A i

Pri tome su za parcijalne naboje atoma ¢ koristili vrijednosti dobivene pomoc¢u Mullikenove
populacijske analize. Poznato je da iznos ovih Mullikenovih naboja znatno varira ovisno o
izboru baznog seta te stoga dobiveni rezultati nisu konzistentni. Za razliku Mullikenovih
naboja, na parcijalne naboje dobivene pomoc¢u IAO ne utjeCe odabir baznog seta. Knizia u
funkciji analognoj Pipek-Mezey metodi koristi vrijednost n4(i") koja oznacava elektronski

doprinos molekulske orbitale i IAO orbitalama atoma A:

atomi orbitale

L= Z Z [na(i)]2

Orbitale i’ dobivaju se unitarnim transformacijama delokaliziranih orbitala i koje su dobivene
SCF ra¢unom. Iterativnim postupkom optimiraju se unitarne transformacije orbitala ¢ime se
nastoji naci rjeSenje u kojem je minimiziran broj atoma ¢ije se IAO orbitale preklapaju s novo
formiranim i’ orbitalama. Na taj se na¢in maksimizira vrijednost lokalizacijskog funkcionala L,
odnosno minimizira broj atoma na kojima su IBO orbitale lokalizirane, a i’ orbitale tada

nazivamo ,,intrinzi¢ne vezne orbitale”, odnosno IBO. Kako su i’ orbitale dobivene unitarnim



transformacijama delokaliziranih orbitala i, rezultirajuc¢e IBO su egzaktna reprezentacija valnih

funkcija dobivenih SCF racunom.

Pokazalo se da je IBO metoda analize vrlo uspjeSna u tumacenju i opisu kemijskih veza,
molekulskih orbitala, racunu parcijalnih naboja, procjeni doprinosa elektrona pojedinim
orbitalama, identifikaciji o i T veza te dobro opisuje vezne orbitale i u netrivijalnim slucajevima
kao $to je npr. diboran (Knizia 2013). Takoder se pokazalo da IBO analiza moze vrlo dobro
protumaciti preraspodjelu elektrona tijekom reakcije, odnosno ono $to se Lewisovim prikazom
u shemama kemijskih reakcija uobicajeno crta kao ,,zakrivljena strelica® (Knizia i Klein, 2015).
IBO analiza se takoder pokazala uspjesnom u razlikovanju PCET od HAT reakcijskog
mehanizma (Klein 1 Knizia, 2018). Podjelom orbitala na alpha and beta spin, pomoc¢u IBO
analize moguce je utvrditi odakle dolazi elektron koji se prenosi istovremeno s protonom kod
HAT reakcija. U slucaju HAT reakcije jedan elektron ¢ veze koja puca u reakciji prelazi skupa
s protonom koriste¢i zajednicki set orbitala na novonastali radikal produkt, dok u slu¢aju PCET
reakcije obje orbitale o veze koja puca ostaju popunjene tijekom reakcije, a elektron dolazi s

nekog drugog mjesta reaktanta (Klein 1 Knizia, 2018).

2 Obrazlozenje teme

Kvercetin je Siroko zastupljen flavonoid proucavan s velikim interesom zbog svojeg
antioksidativnog djelovanja. ToCan mehanizam antioksidativnog djelovanja nije trivijalno
odrediti zbog toga Sto razli¢iti reakcijski mehanizmi rezultiraju istim produktima. Sve ve¢im
povecanjem racunalnih kapaciteta te razvojem matematickih i softverskih rjesenja koja daju
bolje rezultate kompleksnijim sustavima, moguce je sve viSe nepoznanica o mehanizmima

antioksidativnog djelovanja rijesiti metodama racunske kemije.

Cilj ovog rada je metodama racunske kemije predloziti mehanizam reakcije hidroksil
radikala (OH") s anionima kvercetina deprotoniranim na 4'-OH i 7-OH skupinama. S obzirom
na to da je pri fizioloSkom pH kvercetin osim u svom protoniranom stanju prisutan i u tim
formama, analiza ovih reakcija nam daje dodatan uvid reakcijski mehanizam antioksidativnog
djelovanja kvercetina. U tu svrhu koriStene su DFT metode racunske kemije 1 simulacija
molekulske dinamike reakcije u vodenom mediju. Dobivene trajektorije mogu nam pruZati uvid
u preferirane puteve reakcije, a IBO analizom moguce je predloziti put prijenosa vodikovog

atoma, odnosno elektrona i protona, a samim time i mehanizam reakcije (Knizia i Klein, 2015).



3 Materijali 1 metode

U ovom diplomskom radu koriSteni su sljede¢i programi postavljeni na odgovarajuce
opremljenim racunalima, a simulacije molekulske dinamike izvedene su na racunalnim

¢vorovima Supek i Padobran SveucilisSnog ra¢unskog centra Sveucilista u Zagrebu (SRCE):

e (CP2K
e VMD
e IboView

Prilikom pripreme ulaznih datoteka, analize trajektorija 1 pripreme datoteka za IBO analizu
koristene su skripte pisane u TCL raCunalnom jeziku kako bi se lakse obradila velika koli¢ina

dobivenih podataka.

3.1 Molekulska dinamika (MD) i IBO analiza

Inicijalne koordinate kvercetina deprotoniranog na 4'-OH (u nastavku Q7(4")) i 7-OH (u
nastavku Q7(7)) okruZenog s molekulama vode i1 dimenzije kvadra ovog modelnog sustava
pripremljene su geometrijskom optimizacijom pomoc¢u DFT metode koristenjem PBE
funkcionala (Perdew 1 sur., 1996), GTH pseudopotencijala (Goedecker i sur., 1995) 1 DZVP-
MOLOPT baznog seta (VandeVondele 1 Hutter, 2007) u CP2K programskom paketu (Kiihne 1
sur., 2020). Sve simulacije su provedene u uvjetima konstantne temperature od 300 K i

konstantnog tlaka od 1 bar.

U optimiziranom sustavu molekula odabrane su 72 pozicije ravnomjerno rasporedene
iznad 1 oko molekule kvercetina na kojima je molekula vode zamijenjena hidroksil radikalom
za svaki od proucavanih ionizacijskih stanja kvercetina te je na taj nain pripremljeno 144
ishodnih koordinata za simulaciju molekulske dinamike. Za zamjenu molekula vode radikalom
koriSten je VMD program za vizualizaciju molekularne dinamike (Humphrey i sur., 1996) te

skripte pisane u TCL programskom jeziku.

Na svakoj od pripremljenih ishodnih pozicija provedena je simulacija molekularne
dinamike. KoriStena je DFT metoda s PBE funkcionalom, GTH pseudopotencijalom i DZVP-
MOLOPT baznim setom. Duljina simulacije je 1000 koraka pri ¢emu je vrijeme izmedu koraka
0.5 fs. Dobivene trajektorije analizirane su VMD programom. S obzirom na to da OH" radikal
propagira kroz vodu izmjenom atoma vodika, nije dovoljno pratiti lokaciju atoma s indeksima

na kojima se je inicijalno nalazio OH’ radikal, ve¢ su pripremljene TCL skripte kojima se prati



propagiranje radikala kroz vodeni medij. Uz pomo¢ tih skripti analizirane su trajektorije i

odredene su lokacije s kojih je doslo do kemijske reakcije s hidroksil radikalom.

Na temelju prve simulacije od pocetnih 144 odabrano je 26 ishodnih polozaja za koje
smo smatrali da je vjerojatnost kemijske reakcije najveéa. Na njima provedena simulacija
molekularne dinamike s istim uvjetima kao i prva, samo §to su ovaj put koristeni veéi bazni
setovi: TZVP-MOLOPT-GTH (VandeVondele i Hutter, 2007) za atome kvercetina i slobodnog
radikala te DZVP-MOLOPT-GTH za ostatak medija. Dobivene trajektorije ponovo su
analizirane na isti nacin kao 1 prethodne. Identificirane su trajektorije u kojima je doslo do

kemijske reakcije te je nad njima napravljena IBO analiza.

U pripremi za IBO analizu, trajektorije su pomoc¢u TCL skripti i VMD programa
dodatno prilagodene. Skraceno je trajanje trajektorija na 41 korak oko same reakcije kod koje
dolazi do prijenosa H atoma te su uklonjene sve molekule vode koje se nalaze izvan radijusa
od 2 A od bilo kojeg atoma kvercetina ili slobodnog radikala tijekom reakcije. Na svakom je
koraku trajektorije zatim ponovo napravljena DFT simulacija s ciljem racunanja valne funkcije,
ukupne energije i elektronske gustoce. U tim simulacijama su koristeni TZVP-MOLOPT-GTH
bazni setovi za sve atome. [zraCunate valne funkcije spremljene su u obliku .molden datoteke

(Schaftenaar 1 Noordik, 1999).

Nad dobivenim .molden datotekama provedena je racunska IBO analiza pomocu
IBOview programa (Knizia, 2015). KoriStena je podjela orbitala na alpha and beta spin kako bi
se dobila informacija o kretanju nesparenog elektrona. Osim dobivenih vizualizacija IBO

orbitala, analizirana je i spinska gusto¢a dobivena ovom metodom.



4 Rezultati i rasprava:
4.1 Modelni sustav

Slika 3: Q(4") (lijevo) 1 Q(7) (desno) 1on okruzen molekulama vode

Sustav se sastoji od Q7(4') ili Q(7) deprotoniranog aniona kvercetina, molekule OH" radikala te
405 molekula vode (slika 3). Molekule su smjestene u kvadar dimenzija ~22.5 x 22.5 x 22.5 A
dobiven optimizacijom polozaja atoma u molekulama (geometrije) i dimenzija kvadra u kojem
se nalaze molekule DFT metodom. Svaka instanca sustava ima radikal smjesten na jednom od

72 pozicije (slika 4).

Slika 4: Q(4") (lijevo) 1 Q(7) (desno) deprotonirani aniona kvercetina okruzen OH"

radikalima. Prikazane su sve ishodne pozicije odjednom.

4.2 Analiza trajektorija dobivenih molekulskom dinamikom (MD)

U 500 fs simulacije molekulske dinamike s DZVP-GTH baznim setovima u 144 inicijalnih
polozaja identificirano je 30 uspjeSnih reakcija prijelaza atoma vodika s kvercetina na OH’
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radikal, odnosno f-HAT reakcija. Rasprostranjenost uspjeSnih reakcija vizualizirana je
trodimenzionalnim Voronoi dijagramom pri ¢emu je svaka ¢elija odredena pocetnom pozicijom
OH’" radikala. Svaka uspjesna reakcija obojena je zelenom bojom, a neuspjeSna crvenom.
Dobiveni dijagrami na slici 5 pokazuju da se moze ocekivati reakcija ako je OH" radikal

smjesten u blizini neke od OH skupina kvercetina.

Slika 5: Rasprostranjenost uspjesnih reakcija s Q(4') (lijevo) 1 Q(7) (desno). Dijagram je
generiran na nacin da je prostor podijeljen na Voronoi ¢elije centrirane na ishodnim pozicijama
radikala. U slu€ajevima uspjeSne reakcije tijekom racunalne simulacije, ¢elije su obojene

zeleno, a u slucaju neuspjesne reakcije crveno.

U simulacijama reakcija Q(4') deprotoniranog aniona kvercetina provedenim s manjim
DZVP-MOLOPT-GTH baznim setom opaZene su 3 vrste formalnih HAT reakcija: prijelaz
vodika s 3'-OH, 3-OH i 7-OH skupina Q"(4') iona na molekulu radikala. Od ukupno 10 uspjesnih
reakcija, 5 ih je bilo na 3'-OH, 3 na 3-OH, a 1 na 7 OH skupini.
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U reakcijama Q7(7) deprotoniranog aniona kvercetina opazene su 3 vrste formalnih HAT
reakcija: prijelaz vodika s 4'-OH, 3'-OH i 3-OH skupina Q*(7') iona na molekulu radikala. Od
ukupno 20 uspjesnih reakcija, 10 ih je bilo na 4'-OH, 6 na 3'-OH, a 4 na 3-OH skupini.

Zbog veée raCunske zahtjevnosti, za simulacije molekulske dinamike s veéim TZVP-
MOLOPT-GTH baznim setom, odabir ishodnih polozaja suzen je na 26 koordinata za koje je

pretpostavljeno da je vjerojatnost reakcije veca. Duljina simulacije je 1600 fs u 3200 koraka.

U reakcijama Q°(4') deprotoniranog aniona kvercetina opazene su 2 vrste formalnih HAT
reakcija: prijelaz vodika s 3'-OH 1 7-OH skupina Q°(4') iona na molekulu radikala. Od ukupno
5 uspjesnih reakcija, 3 ih je bilo na 3'-OH, a 2 na 7 OH skupini.

U reakcijama Q(7) deprotoniranog aniona kvercetina opazene su 2 vrste formalnih HAT
reakcija: prijelaz vodika s 3'-OH 1 4'-OH skupina Q°(4') iona na molekulu radikala. Od ukupno
5 uspjesnih reakcija, 3 ih je bilo na 3'-OH, a 2 na 4'OH skupini.

Trajektorije molekulske dinamike provedene s TZVP-MOLOPT-GTH baznim setom u
kojima je identificirana uspjeSna kemijska reakcija skrac¢ene su na 41 korak oko prijelaza atoma
vodika te su maknute sve molekule vode udaljenije od 2A od bilo kojeg atoma kvercetina ili
slobodnog radikala. Nad takvim je sustavima izraCunata elektronska gusto¢a DFT metodom te

je obavljena IBO analiza.

4.3 IBO analiza za slucajeve gdje dolazi do prijenosa H atoma

Analiza ,,intrinzi¢nih veznih orbitala® (IBO) je napravljena po uzoru na Klein i Kniziu
(2018) gdje su uspjesno identificirali i razlikovali HAT od PCET reakcijskog mehanizma.
Pomoc¢u IBOview programa na temelju dobivenih valnih funkcija generirane su izokonturne
plohe ,,intrinzi¢nih veznih orbitala® (IBO) a 1 B elektrona, utvrdene su orbitale koje se znatno
mijenjaju, odnosno sudjeluju u reakciji te je praceno njihovo kretanje tijekom simulacije
reakcije oko prijelaznog stanja (TS). Analizom dobivenih trajektorija primijec¢eno je da OH’
radikal propagira kroz otapalo uglavnom izmjenom atoma vodika s molekulama vode odnosno
reorganizacijom vodikovih veza Grotthuss-ovim mehanizmom. Takoder je utvrdeno da u nekim

simulacijama reakcija molekule vode sudjeluju kao most izmedu radikala i iona kvercetina.

Slika 6 prikazuje dio trajektorije dobivene simulacijom molekulske dinamike kod koje
dolazi do reakcije Q(7) deprotoniranog aniona kvercetina s OH" radikalom pri ¢emu dolazi do
prijelaza atoma vodika s 4'-OH skupine kvercetin aniona na OH" radikal. Prikazani su polozaji

atoma strukture koja odgovara prijelaznom stanju (r = 0 fs), polozaji atoma aktiviranog
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kompleksa neposredno prije (¢ = —6 fs) 1 neposredno poslije (¢ = 6 fs) prijelaznog stanja. Slike
7 - 12 prikazuju rezultate IBO analize tih struktura tijekom dobivene simulacije. Prikazane su
promjene izokonturnih ploha IBO u koracima od 2 fs. Utvrdeno je da u reakciji formalnog HAT,
odnosno prijelaza atoma vodika s kvercetin aniona na OH' radikal, u prijenosu elektrona
sudjeluju m orbitala B aromatskog prstena kvercetin aniona i m orbitala OH" radikala, a u
prijenosu protona sudjeluju ¢ orbitala 4'-OH skupine kvercetin aniona te o orbitala OH’

radikala.

IBO koje sudjeluju u prijenosu elektrona prikazane su detaljno na slikama 7 1 8. Na
pocetku reakcije nespareni a spin elektron OH' radikala smjesten je u m orbitalu (slika 7b, ¢ =
—6 fs). Tijekom reakcije, B spin elektron iz jedne od & orbitale B prstena kvercetin aniona (slika
7a, t =—6 fs) prelazi u ovu nepopunjenu orbitalu pri ¢emu nastaje popunjena nevezna 7 orbitala
slobodnog elektronskog para nastale molekule vode (slike 7a 1 7b, t = 6 fs) te ostaje nespareni
a spin elektron te w orbitale B prstena nastalog kvercetin anion radikala (slika 8b, t = 6 fs).
Tijekom simulacije dolazi do prijenosa elektrona izmedu reaktanata 1 odgovarajuce
preraspodjele IBO (slika 7¢), pri ¢emu se znatno mijenja i energija IBO ukljucenih u ovaj proces
tako da je ukupna energija IBO produkata, vode 1 Q°(7) kvercetin radikal aniona manja od
energija IBO reaktanata, OH" radikala i Q(7) kvercetin aniona (slika 7d). Promjene sve tri IBO
7 orbitale B aromatskog prstena Q°(7) kvercetin aniona tijekom simulacije prikazane su detaljno
na slici 8. Tijekom simulacije, IBO B spin elektron jedne od orbitala prelazi na OH" radikal
(slika 8a), a a spin elektron te orbitale ostaje na B prstenu nesparen (slika 8b). a i B spin elektroni
druge dvije IBO B aromatskog prstena tijekom simulacije ostaju spareni i na B aromatskom
prstenu (slike 8c 1 8d) pri cemu se raspodjela IBO prilagodi nastalom Q°(7) kvercetin radikal

anionu (¢ = 6 fs).

IBO koje tijekom simulacije sudjeluju u prijenosu protona s 4'-OH skupine Q(7)
kvercetin aniona na OH" radikal prikazane su na slici 9 1 10. IBO koje su uklju¢ene u ovaj
prijenos protona su vezna ¢ orbitala 4'-OH skupine (slika 9) kvercetin aniona i popunjena G
orbitala slobodnog elektronskog para OH" radikala koje, nakon razmjene protona, postaju IBO
slobodnog elektronskog para na 4'-O" skupini Q°(7) kvercetin radikal aniona (slika 8) i vezna ¢
orbitala nastale molekule vode (slika 9). Tijekom simulacije u procesu prijenosa protona, iako
dolazi do kidanja 1 stvaranja veze, IBO a i B spin elektroni su uvijek spareni (slike 9a, 9b, 10a
1 10b), imaju jednaku distribuciju 1 energiju (slike 9c, 9d, 10c i1 10d) i nisu povezane s IBO koje

sudjeluju u procesu prijenosa elektrona. Sumarni prikaz svih IBO koje sudjeluju u prijenosu
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elektrona i protona s OH skupine na B aromatskom prstenu Q(7) kvercetin aniona na OH’
radikal pri ¢emu nastaju Q°(7) kvercetin anion i molekula vode tijekom simulacije neposredno
prije i poslije TS prikazan je na slici 11. Raspodjela spinske gusto¢a dobivena IBO analizom za
strukture neposredno prije i neposredno poslije TS prikazana na slici 12a pokazuje da je
neposredno prije prijelaza H atoma spin uglavnom na OH' radikalu, a neposredno nakon
reakcije na B aromatskom prstenu Q7(7) kvercetin radikal aniona (svjetlije boje). Spinska IBO
gustoca za pojedine atome i rezonantne strukture produkta Q7(7) kvercetin radikal aniona
nastalog u reakciji prikazane su na slikama 12b 1 12c¢ 1 pokazuju da je spin lokaliziran uglavnom

na dva deprotonirana kisika te na 3, 8, 10, 1', 3'1 5' ugljikovim atomima.

IBO analiza dijela trajektorija dobivenih simulacijom molekulske dinamike za razlicite
ishodne polozaje OH’ radikala oko Q(4') 1 Q°(7) deprotoniranog aniona kvercetina (slika 4), a
kod kojih dolazi do prijenosa atoma vodika s neke od OH skupina A ili B aromatskog prstena
na OH’ radikal pri ¢emu nastaju molekula vode 1 kvercetin radikal anion te odgovarajuca analiza
IBO spinske gustoce, prikazana je na slikama 13-18. Ove IBO analize pokazuju sli¢nost s
prethodno navedenom detaljnom IBO analizom reakcije prijenosa H atoma. U svim
provedenim simulacijama koje su zavrsile prijenosom H atoma, [ spin elektron koji se uparuje
s nesparenim o spin elektronom OH" dolazi iz & sustava IBO kvercetin aniona. Oba elektrona
o vezne IBO OH skupine nakon otpusStanja protona ostaju na kvercetinu, a oba elektrona
slobodnog elektronskog para OH’ radikala stvore s prenesenim protonom ¢ veznu IBO nastale

molekule vode.

U svim navedenim slucajevima, IBO analiza trajektorija pokazuje da se prijenos H atoma s
neke od OH skupine aniona kvercetina na OH" radikal odvija tako da su u proces prijenosa
protona 1 elektrona ukljucene razlicite IBO orbitale te se moze pretpostaviti da se ova reakcija
odvija PCET reakcijskim mehanizmom (Klein i Knizia, 2018). Prijenos vodikovog atoma s OH
skupina polifenola na razli¢ite slobodne radikale mozZe se odvijati ovim reakcijskim
mehanizmom spregnutog prijenosa elektrona i protona (PCET). Tako je na temelju kinetickih
eksperimentalnih podataka i provedenih DFT i IBO izracuna predlozen PCET reakcijski
mehanizam za reakcije prijenosa vodikovog atoma kvercetina s DPPHe radikalom u dioksanu
(Jakobusi¢ Brala 1 sur., 2024), reakcije polifenola hidroksitirozola, tirozola i homovanilinske
kiseline s DPPH* radikalom u dioksanu (Tori¢ i sur., 2024) te reakcije dopamina s DPPHe

radikalom u dioksanu (Karkovi¢ Markovi¢ i sur., 2024).
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- ‘\‘ t=6fs

Slika 6: Dio trajektorije dobivene simulacijom molekulske dinamike kod koje dolazi do reakcije
Q(7) deprotoniranog aniona kvercetina s OH" radikalom pri ¢emu dolazi do prijelaza atoma
vodika s 4'-OH skupine kvercetin iona na OH’ radikal. TS struktura je na # = 0 fs.
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Slika 7: ,,Intrinzi¢ne vezne orbitale (IBO) koje sudjeluju u prijenosu elektrona s 4'-OH skupine
Q(7) kvercetin aniona na OH’ radikal tijekom simulacije oko TS (¢ = 0 fs). (a) IBO B spin
elektrona m orbitale B aromatskog prstena ¢iji B spin elektron prelazi na OH"radikal (b) IBO a
spin elektrona & orbitale OH" radikala. Promjena distribucije (c) i energije (d) IBO.
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(a) P spin

() B spin

Slika 8: IBO aromatskog m sustava B prstena Q°(7) kvercetin aniona u tijekom simulacije oko
TS (=0 1s). IBO B spin (a) i IBO a spin (b) elektrona jedne od m orbitale B aromatskog prstena
gdje B spin elektron prelazi na OH’ radikal, IBO 3 spin (c) 1 IBO a spin (d) preostale dvije IBO

aromatskog m sustava B prstena.
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Graf promjene energija orbitala
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Slika 9: IBO Q°(7) kvercetin aniona koje sudjeluju u predaji protona s 4'-OH skupine na OH’
radikal tijekom simulacije oko TS (¢ =0 fs). IBO B spin (a) 1 IBO a spin (b) elektrona ¢ vezne
orbitale OH skupine na pocetku reakcije (¢ = —6 fs) odnosno slobodnog elektronskog para 4'-O"
skupine nastalog Q7(7) kvercetin radikal aniona na kraju reakcije (¢+ = 6 fs). Promjena

distribucije (c) i energije (d) IBO.
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Slika 10: IBO OH' radikala koje sudjeluju u stvaranju veze s protonom otpustenim s 4'-OH
skupine Q7(7) kvercetin aniona tijekom simulacije oko TS (¢= 0 fs). IBO B spin (a) 1 IBO a spin
(b) elektrona o orbitale slobodnog elektronskog para OH" radikala na pocetku reakcije (1 = —6
fs) odnosno nastale molekule vode na kraju reakcije (¢ = 6 fs). Promjena distribucije (c) 1

energije (d) IBO.
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Slika 11: Shema predloZenog reakcijskog mehanizma prijenosa H atoma s 4'-OH skupine B

aromatskog prstena Q7(7) kvercetin aniona na OH"radikal (a) 1 sumarni prikaz IBO koje u tome
sudjeluju tijekom simulacije neposredno prije i poslije TS (b) i (c). IBO B spin elektron oznacen
crvenom bojom prelazi iz w sustava 1 sparuje se s a spin elektronom OH" radikala ozna¢enim

bojom. oznaceni elektroni ¢ veze OH skupine ostaju na ion radikalu

kvercetina.

19



———————————————————————————————————————————————————

- o’
(a) \ \
l \ 0157
| 0.064.
-~ ./ 0035
0.010 \
| 0.098 \ 20530.0a8
| 0.(107 -o.?24 -0.019 ' ‘
| DOIT 0069 0140
-0-(l)05 -0.020 0./074
| 0006  -0.001
. (b)
B V 'o' ' O o" ‘ o Mo
b () = E'|0| ) oo L y
| AL, SUN . i
OH O OH O H
R N S N A N A N L
o o O o
O\QO;-/(IOH o | ° | O OH | ° | NClom Or:(c’ | OH
_(C) OH oC\OH o OH O o \OHCO o ]

Slika 12: Spinska IBO gustoca struktura dobivenih tijekom simulacije neposredno prije i poslije

TS (a), svjetlija boja oznacava vecu spinsku gustocu. Iznosi spinske gustoce za pojedine atome

(b) 1 rezonantne strukture (c) produkta reakcije Q(7) kvercetin radikal aniona.
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Slika 13: Shema predlozenog reakcijskog mehanizma prijenosa H atoma s 3'-OH skupine B

aromatskog prstena Q(4') kvercetin aniona na OH"radikal (a) i sumarni prikaz IBO koje u tome
sudjeluju tijekom simulacije neposredno prije i poslije TS (b) 1 (c). IBO B spin elektron oznacen
bojom prelazi iz & sustava i sparuje se s a spin elektronom OH’ radikala oznacenim

bojom. oznaceni elektroni ¢ veze OH skupine ostaju na ion radikalu

kvercetina. Krajnji produkt reakcije je kvercetin-3',4'-semikinon radikal anion.
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Slika 14: Spinska IBO gustoca struktura dobivenih tijekom simulacije neposredno prije i poslije

TS (a), svjetlija boja oznacava vecu spinsku gustocu. Iznosi spinske gustoce za pojedine atome

(b) 1 rezonantne strukture (c) produkta reakcije Q(4') kvercetin radikal aniona.
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Slika 15: Shema predloZenog reakcijskog mehanizma prijenosa H atoma s 7-OH skupine A
aromatskog prstena Q(4') kvercetin aniona na OH"radikal (a) i sumarni prikaz IBO koje u tome
sudjeluju tijekom simulacije neposredno prije i poslije TS (b) i (c). IBO B spin elektron oznacen
crvenom bojom prelazi iz w sustava 1 sparuje se s a spin elektronom OH" radikala ozna¢enim

bojom. oznaceni elektroni ¢ veze OH skupine ostaju na ion radikalu

kvercetina.

23



———————————————————————————————————————————————————

1. S |
A w & N : 1
LY — & |
| A & |
w 7 N r - i
0,120

i - 0033 50,047

0.027 \

-0.008 -O.‘O26 b.(/)so
0005_  -0.004
®
w‘ e W@[ W@ WQ

OH O H

Slika 16: Spinska IBO gustoca struktura dobivenih tijekom simulacije neposredno prije i poslije

TS (a), svjetlija boja oznacava vecu spinsku gustocu. Iznosi spinske gustoce za pojedine atome

(b) 1 rezonantne strukture (c) produkta reakcije Q(7) kvercetin radikal aniona.
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Slika 17: Shema predloZenog reakcijskog mehanizma prijenosa H atoma s 3'-OH skupine B
aromatskog prstena Q°(7) kvercetin aniona na OH’radikal (a) 1 sumarni prikaz IBO koje u tome
sudjeluju tijekom simulacije neposredno prije i poslije TS (b) i (c). IBO B spin elektron oznacen
ljubicastom bojom prelazi iz & sustava i sparuje se s a spin elektronom OH" radikala oznacenim

bojom. oznaceni elektroni ¢ veze OH skupine ostaju na ion radikalu

kvercetina.
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Slika 18: Spinska IBO gustoca struktura dobivenih tijekom simulacije neposredno prije i poslije

TS (a), svjetlija boja oznacava vecu spinsku gustocu. Iznosi spinske gustoce za pojedine atome

(b) 1 rezonantne strukture (c) produkta reakcije Q(7) kvercetin radikal aniona.
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5 Zakljucci

Provedena racunalna simulacija za reakciju prijenosa atoma vodika s kvercetin aniona na
hidroksil radikal, kao modelna reakcija za antioksidativno biolosko djelovanje kvercetina, ide
u prilog pretpostavci da bi se ova reakcija mogla odvijati mehanizmom protonom spregnutog
prijenosa elektrona (PCET). Na ovaj zakljucak upucuje analiza ,,intrinzi¢nih veznih orbitala®
(IBO) dobivenih tijekom simulacije DFT molekulske dinamike modelnog sustava za ovu
reakciju. Modelni sustav sastojao se od aniona kvercetina deprotoniranog na 4'-OH ili 7-OH
skupini, hidroksil radikala (OH") 1 405 molekula vode. Provedeni izra¢uni DFT molekulske
dinamike pokazali su da se za niz trajektorija koje su dobivene moZe utvrditi da je doslo do
reakcije prijenosa vodikovog atoma s neke od OH skupine A ili B aromatskog prstena aniona
kvercetina na hidroksil radikal, pri ¢emu se pokazalo da hidroksil radikal propagira kroz otapalo
uglavnom reorganizacijom vodikovih veza odnosno Grotthuss-ovim mehanizmom. Za niz
trajektorija kod kojih je doslo do prijenosa vodikovog atoma, provedena je IBO analiza koja
omogucuje pracenje preraspodjele molekulskih orbitala tijekom reakcije na kemijski intuitivni
nacin 1 uspjeSno je koriStena za istraZivanje reakcijskih mehanizama. Za sve provedene
simulacije koje su zavrSile prijenosom H atoma, provedena IBO analiza je pokazala da 3 spin
elektron koji se uparuje s nesparenim o spin elektronom OH® radikala dolazi iz & ,,intrinzi¢ne
vezne orbitale” (IBO) A ili B aromatskog prstena kvercetin aniona, dok oba ¢ vezna a i 3 spin
elektrona OH skupine kvercetina, nakon otpuStanja protona ostaju na kvercetinu, a oba a1 8
spin elektrona slobodnog elektronskog para OH" radikala stvore s prenesenim protonom o
veznu IBO nastale molekule vode. Ovakav nacin prijenosa protona i elektrona razlicitim i
nepovezanim setom orbitala u skladu je s PCET reakcijskim mehanizmom i ne moze se povezati
s drugim predlozenim reakcijskim mehanizmima kao $to su SPLET, SEPT, SET-PT ili
SPLHAT.

27



6 Popis kratica, oznaka i1 simbola

BDE - entalpija disocijacije veze (engl. Bond dissociation energy)
DFT - teorija funkcionala gustoce (engl. Density functional theory)
DPPH - 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil

EA - elektronski afinitet

f-HAT - formalna HAT reakcija

HAT - reakcija prijelaza atoma vodika (engl. Hydrogen atom transfer)
IAO - intrinzi¢ne atomske orbitale (engl. Intrinsic atomic orbitals)
IBO - intrinzi¢ne vezne orbitale (engl. Intrinsic bond orbitals)

IE - energija ionizacije (engl. lonization energy)

MD - molekularna dinamika

PCET - reakcija spregnutog prijelaza elektrona 1 protona (engl. Proton coupled electron
transfer)

Q’(4") - anion kvercetina deprotoniran na 4'-OH skupini

Q7(7) - anion kvercetina deprotoniran na 7-OH skupini

RAF - reakcija formacije radikal adukta (engl. Radical adduct formation)
SCF - metoda samouskladenog polja (engl. Self-consistent field)

SEPT - reakcija uzastopnog prijenosa elektrona i protona (engl. Single electron transfer
followed by proton transfer)

SET - reakcija prijelaza jednog elektrona (engl. Single electron transfer)

SET-PT - reakcija uzastopnog prijenosa elektrona i protona (engl. Single electron transfer
followed by proton transfer)

SPLET - reakcija uzastopne deprotonacije i prijelaza elektrona (engl. Sequential proton loss
electron transfer)

SPLHAT - reakcija uzastopne deprotonacije i prijelaza atoma vodika (engl. Sequential proton-
loss hydrogen-atom transfer)

TS - prijelazno stanje (engl. Transition state)
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8 SaZetak/Summary
8.1 Sazetak

U brojnim bioloskim pokusima utvrdeno povoljno djelovanje polifenola kvercetina na
organizam tumaci se izmedu ostalog i moguc¢im reakcijama kvercetina s vrlo reaktivnim
kisikovim radikalskim spojevima (ROS). U tim antioksidativnim reakcijama kvercetin moze
predati vodikov atom vrlo reaktivnom radikalu i tako ga prevesti u slabo reaktivan i neopasan
spoj. U takvim reakcijama nastaje i slabo reaktivni kvercetin radikal anion koji ne predstavlja

opasnost 1 moZze se ukloniti.

U ovom radu cilj je bio metodama raCunske kemije na modelnom sustavu ispitati moguci
reakcijski mehanizam za antioksidativno djelovanje polifenola kvercetina u fizioloskim
uvjetima. U tu svrhu koristile su se DFT metode i analiza ,,intrinzi¢nih veznih orbitala® (IBO).
Modelni sustav sastojao se od aniona kvercetina deprotoniranog na 4'-OH ili 7-OH skupini,
hidroksil radikala (OH") 1 405 molekula vode. Provedeni su izra€uni molekulske dinamike te se
pokazalo da se za niz trajektorija koje su dobivene moze utvrditi da je doSlo do reakcije
prijenosa vodikovog atoma s molekule kvercetina na hidroksil radikal. Takoder je utvrdeno da
hidroksil radikal propagira kroz otapalo uglavnom reorganizacijom vodikovih veza odnosno
Grotthuss-ovim mehanizmom. Za niz trajektorija kod kojih je doSlo do prijenosa vodikovog
atoma, provedena je IBO analiza. IBO analiza omogucuje identifikaciju molekulskih orbitala
na kemijski intuitivni nacin kao 1 prac¢enje preraspodjele molekulskih orbitala tijekom reakcije
te je stoga uspjeSno koriStena za istrazivanje reakcijskih mehanizama. Za sve provedene
simulacije gdje je doslo do prijenosa vodikovog atoma, provedena IBO analiza je pokazala da
B spin elektron koji se uparuje s nesparenim o spin elektronom OH" dolazi iz © IBO aromatskog
sustava kvercetin aniona, dok oba elektrona vezne ¢ IBO OH skupine kvercetina nakon
otpustanja protona ostaju na kvercetinu, a oba elektrona slobodnog elektronskog para OH"

radikala stvore s prenesenim protonom ¢ veznu IBO nastale molekule vode.

U svim analiziranim slu¢ajevima, IBO analiza trajektorija pokazala je da se prijelaz vodikovog
atoma s neke od OH skupine aniona kvercetina na OH" radikal odvija tako da su u proces
prijelaza elektrona i protona ukljucene razlicite IBO te se moZe pretpostaviti da se ova reakcija

odvija reakcijskim mehanizmom spregnutog prijelaza elektrona i protona (PCET).
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8.2 Summary

The beneficial effects of the polyphenol quercetin on the body, which have been determined in
numerous biological experiments, are explained, among other things, by the possible reactions
of quercetin with highly reactive oxygen species (ROS). In these antioxidative reactions,
quercetin can quench the reactive radical by transferring a hydrogen atom and turning it into a
less reactive and harmless form. The less reactive quercetin radical anion formed in these

reactions does not pose any further danger and can be eliminated.

The goal of this thesis is to propose a possible reaction mechanism for the antioxidative effect
of quercetin under physiological conditions based on computational chemistry methods in a
model system. DFT methods and 'intrinsic bond orbital' (IBO) analysis were used for this
purpose. The model system is composed of quercetin anion deprotonated on either the 4'-OH
or 7-OH group, hydroxyl radical (OH") and 405 molecules of water. Molecular dynamics
simulations are run on the system, and a number of trajectories, in which the reaction of
hydrogen transfer from quercetin to hydroxyl radical was successful, were identified. It has also
been identified that the main method of hydroxyl radical propagation through the medium is
through reorganization of hydrogen bonds, also known as the Grotthuss reaction mechanism.
On the trajectories in which the hydrogen transfer reaction was confirmed, IBO analysis was
performed. IBO analysis enables the identification of molecular orbitals in a chemically
intuitive way by means of which it is possible to monitor the redistribution of molecular orbitals
during the reaction and is therefore successfully used for the investigation of reaction
mechanisms. For all performed simulations where hydrogen atom transfer occured, the
performed IBO analysis showed that the B spin electron that pairs with the unpaired o spin
electron of OH" comes from the IBO of the m aromatic system of the quercetin anion, while
both electrons of the 6 bonding IBO of the OH group of quercetin after the release of the proton
remain on quercetin, and both electrons of the free electron pair of the OH" radical create the 6

bonding IBO of the resulting water molecule with the transferred proton.

In all analyzed cases, the IBO analysis of the trajectories has revealed that the hydrogen atom
transfer from one of the OH groups of the quercetin anion to the OH" radical utilizes different
sets of IBOs for proton and for electron transfer, and thus in this case, a proton coupled electron

transfer (PCET) reaction mechanism can be proposed.
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