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1. UVOD

U ljudskoj se krvi nalaze razli€iti proteini koji imaju brojne funkcije. Od proteina plazme
najzastupljeniji je albumin, a nakon njega a1-kiseli glikoprotein (AGP). lako je koncentracija
AGP-a u plazmi bitno manja od koncentracije albumina, on je jedan od glavnih makromolekula
na koje se vezu lijekovi u plazmi. Vezanje lijekova za proteine plazme vazan je korak za

distribuciju, djelovanje i dispoziciju samog lijeka (Israili i Dayton, 2001).

Kada lijek ude u cirkulaciju, veZe se u odredenoj mjeri za proteine plazme. Udio vezanja
pri ravnoteznim uvjetima odreduje koncentraciju slobodnog lijeka, a samo slobodna (nevezana)
frakcija smatra se aktivnim oblikom lijeka, u skladu s ,,principom slobodnog lijeka“ (Trainor,
2007). Plazmatska koncentracija AGP-a moze se mijenjati u razli¢itim fizioloSkim i patoloskim
stanjima $to rezultira promjenama u vezanju razlicitih lijekova i drugih liganada. To moZe imati

znacajan u¢inak na farmakokinetiku i na farmakodinamiku lijekova, osobito onih:
1. koji su visoko vezani za AGP (vezanje > 80 % i Ka > 10° L/mol),
2. koji imaju mali volumen distribucije,
3. kojima je AGP glavni protein vezanja u plazmi (Tillement i sur. 1984).

U mnogim je medicinskim stanjima i bolestima vazno znati kako se mijenja
koncentracija slobodne frakcije lijeka ovisno o promjeni koncentracije ili glikozilacije
plazmatskih proteina. Kada koncentracija AGP-a u plazmi raste, koncentracija slobodnog
lijeka, ocekivano se Smanjuje zbog pojacanog vezanja $to rezultira smanjenom ucinkovito$¢u
lijeka in vivo. Osim toga, poznavanje konstanti vezanja vazno je za lijek-lijek interakcije u
veznom mjestu, pogotovo za lijekove uske terapijske Sirine. Lijek koji ima veéi afinitet
»istisnut™ ¢e onaj manjeg afiniteta iz veznoga mjesta, a njegova koncentracija u plazmi ¢e rasti

¢ime moze pojacati svoju farmakolosku aktivnost (terapijsku ili toksi¢nu).

Obzirom na sve navedeno, ovaj je rad izraden kako bismo ispitali postoje li razlike u
konstantama vezanja odabranih lijekova za AGP, i to izmedu AGP-a u njegovom nativnom
obliku i AGP-a koji je desijaliniziran. Pomoc¢u konstanti vezanja moze se izracunati i udio
slobodnog lijeka u plazmi, a to nam moze biti pokazatelj interindividualnih razlika medu

pojedincima i dobar put ka personaliziranoj terapiji.



1.1 ol - KISELI GLIKOPROTEIN

1.1.1 BIOKEMIJSKA SVOJSTVA

AGP je kiseli (pKa = 2.6; pl = 2.7) izrazito glikozilirani protein (38.8 — 48 kDa) koji se
sastoji od 59 % proteina i 41 % ugljikohidrata. Proteinski dio ¢ini jednostruki polipeptidni lanac
koji se sastoji od 204 aminokiselinskih ostataka medusobno povezanih disulfidnim vezama,
dok ugljikohidratni dio ¢ini pet N-povezanih sijaliniziranih glikana zbog kojih je on negativno
nabijen pri fizioloSkom pH (Slika 1.). Zbog svega navedenoga, AGP je vise selektivan za
bazi¢ne i neutralne lijekove, no i odredeni kiseli lijekovi vezu se za njega, ali S manjim

afinitetom (Schmid, 1989).

AGP se sintetizira uglavhom u hepatocitima, a zatim se raspodjeljuje tjelesnim
teku¢inama poput plazme, mukusa, zZelu¢anog soka, cerebrospinalne tekucine i sl. Oko 60 %
AGP-a u tijelu nalazi se u krvi kao centralnom odjeljku, a ostatak je rasporeden u organima koji
¢ine periferne odjeljke. Neka druga tkiva mogu takoder sintetizirati AGP kao odgovor na upalu
i takva je sinteza obi¢no stimulirana citokinima, prostaglandinom E2 i cAMP-om (Koj, 1974).
125

AGP se razgraduje u jetri i preko stanica monocitne loze, a poluvrijeme eliminacije izotopa

oznacenog AGP-a iznosi oko 5 dana (Ashwell i Steer, 1981).
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Slika 1. Shematski prikaz strukture al-kiselog glikoproteina.



1.1.2 FIZIOLOSKA ULOGA

al-kiseli glikoprotein poznat je i kao protein akutne faze, a njegova koncentracija u
plazmi varira kod razli¢itih bolesti. Poveéana je kod upalnih reakcija, ozljeda i tijekom
operacija, ali moze biti i smanjena kod npr. tumora jetre, hepatitisa i nefrotickog sindroma
(Yokogawa et al. 2007). Kod zdravih osoba koncentracija u plazmi krece se od 0.55 do 1.4

mg/mL (~12-31 uM), a u odredenim okolnostima moze varirati i do 6 puta (Kremer i sur. 1988).

Iako je njegova precizna uloga u tijelu jo$ uvijek nejasna, smatra se da je ukljuc¢en u puno
bioloskih procesa premda nisu svi dokazani u literaturi. AGP je identificiran u plazmi kao jedan
od glavnih proteina koji veze steroide i kateholamine te kao transportni protein za bazi¢ne
lijekove poput antidepresiva, neuroleptika i p-blokatora (Herve i sur. 1992). U endotelnim
stanicama vazna je komponenta kapilarne barijere koja je esencijalna za kapilarnu selektivnost
(Sorensson i sur. 1999). Moze posluziti i kao op¢i protektivni agens u infekcijama jer se veze
za toksine ili inhibira vezanje odredenih bakterija i virusa (Moore i sur. 1997). AGP stimulira
mononuklearne stanice i makrofage na lucenje tumorskog nekroti¢nog faktora (TNF-a), ali
inhibira TNF-om induciranu apoptozu (mis$jih) hepatocita i osigurava zastitu protiv drugih
toksi¢nih uc¢inaka TNF-a (Van Molle i sur. 1997). Interakcija AGP-a s kolagenom dovodi do
tvorbe dugih vlakana koji mozda imaju veze sa zacijeljenjem rana (Franzblau i sur. 1976).

Promovira rast na HelLa, H-6 (Maeda i sur. 1980) i Ziv€anim stanicama (Liu i sur. 1989).

Iako je AGP jedan od proteina akutne faze, razlog zasto njegova koncentracija raste kao
odgovor na upalu ili ozljedu tkiva nije u potpunosti jasan. Povecana sinteza i sekrecija AGP-a
moze biti odgovor tkiva na njegova bioloska djelovanja: imunosupresivno djelovanje,
imunomodulatornu aktivnost, inhibiciju interleukina-2, inhibiciju proliferacije limfocita,
vezanje endogenih i egzogenih medijatora upale ukljuc¢uju¢i histamin, inhibiciju agregacije
trombocita, inhibiciju aktivacije neutrofila (Israili i Dayton, 2001). Kod nekih pacijenata
reakcija akutne faze je ili nepotpuna ili odsutna pa kod njih plazmatska koncentracija AGP-a

ne raste.



1.1.3 GENETICKE VARIJANTE

Ljudski al-kiseli glikoprotein postoji u tri geneticke varijante — F1, S i A koje se
medusobno mogu odijeliti izoelektroforetski kao jednim od nacina odijeljivanja. Ekspresija
AGP-a pod kontrolom je dva susjedna gena ORML1 (syn. AGP-A) i ORM2 (syn. AGP-B/B’) koji
se nalaze na kromosomu 9. Aktivniji je gen ORM1 koji se inducira tijekom reakcija akutne faze
i on kodiraza F1i S, a gen ORM2 za A varijantu. F1 i S varijante razlikuju se samo u jednoj
aminokiselini (GIn20 — Arg20), stoga mozemo govoriti o F1/S varijanti. A varijanta se od
prethodne razlikuje u najmanje 22 aminokiseline. U ljudskoj plazmi, varijante se opcenito
pojavljuju u pribliznom omjeru 3:1 (F1/S:A), medutim taj omjer moZe varirati izmedu

pojedinaca i tijekom upale ili bolesti (Dente i sur. 1987).

Vezno mjesto liganda kod F1/S varijante vece je i posjeduje 3 reznja. ReZanj I predstavlja
veliki odjeljak i tu se smjestaju hidrofobni dijelovi liganda, a postrani¢ni reznjevi, II 1 III manji
su i imaju kiseli karakter zbog kiselinskih ostataka Glu64 (I1) i Asp115 (I1). A varijanta ima
uze mjesto vezanja te posjeduje samo 2 reznja — glavni hidrofobni rezanj I i manji postrani¢ni
rezanj II (Slika 2.). F1/S varijanta pokazuje Siru selektivnost i manji afinitet vezanja lijekova, a
za A varijantu vrijedi obratno (Schonfeld i sur. 2008). Disocijacijska konstanta lijekova vezanih
za F1/S varijantu u korelaciji su s njihovom lipofilnos¢u, a za varijantu A nisu, $to bi znacilo

da se vezanje lijekova za F1/S moze odrediti prema lipofilnosti lijeka (Kazuhiko, 2017).
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Slika 2. Razlika veznog mjesta izmedu F1/S 1 A varijante (preuzeto i prilagodeno iz

Huang i sur. 2012).



1.1.4 FAKTORI KOJI ODREDBUJU VEZANJE LIJEKA

In vivo vezanje lijeka za AGP pod utjecajem je brojnih faktora, a neki od njih su:
koncentracija liganda, koncentracija AGP-a, pH vrijednost, prisutnost drugih liganada koji se
natjeCu za vezanje s AGP-om, prisutnost drugih proteina (poput albumina) koji takoder vezu
ligande, broj i priroda veznog mjesta AGP-a, razli¢ite varijante proteina i dr. (Israili i Dayton,
2001).

Vezanje lijekova moze biti promijenjeno u odredenim patoloskim i fizioloskim stanjima
zbog abnormalnog AGP-a kao rezultat:
1. promjena u sijalinizaciji ili fukozilaciji,
2. promjena u glikozilacijskom uzorku,
3. povecanoga grananja oligosaharidnih lanaca,
4. smanjenoga broja veznih mjesta po molekuli AGP-a.

Promjene u glikozilacijskom uzorku dokazane su na zdravim osobama starije Zivotne
dobi (Ballou i sur. 1996), kod Zena na terapiji oralnim estrogenima i u kasnom stadiju trudnoce
(Raynes, 1982). Nadalje, AGP kod Zena ima puno vise sijaliniziranih glikoformi nego kod
muskaraca, a kapacitet vezanja lijeka obicno se smanjuje kako raste broj grananja glikanskog
lanca (Kishino i sur. 1997). Abnormalan AGP primije¢en je kod pacijenata s razli¢itim
tumorima, dijabetesom, velikom depresijom, jetrenih bolesti, renalne insuficijencije, infekcija,

posttransplantacijski i sl. (Israili i Dayton, 2001).

Isto tako, brojni nepatoloski faktori mogu mijenjati koncentraciju al-kiselog
glikoproteina. Razli¢ite su koncentraciju proteina ovisno o stadiju Zivota (fetus, mala djeca,
odrasli, stariji), spolu, reproduktivnom stadiju Zene (menstruacijski ciklus, trudnoca,
menopauza), rasi, tjelesnoj tezini, pusenju i dr. Takoder, odredeni lijekovi mogu sniZavati
koncentraciju AGP-a (npr. steroidni hormoni, estrogeni, tamoksifen) ili ju povecavati (npr.
glukokortikoidi, izotretinoin, amitriptilin). Usprkos tome, takvi podaci se uglavnom
nekonzistentni jer se razlikuju u razli¢itim studijama, stoga ith ne mozemo sa sigurnoS¢u uzeti

u obzir (Israili i Dayton, 2001).

Faktori koji mijenjaju koncentraciju AGP-a u plazmi, njegovu strukturu ili imaju utjecaj
na prirodu veznoga mjesta mogu znacajno utjecati i na in vivo vezanje lijeka, a posljedi¢no i na

farmakokinetiku i farmakodinamiku lijekova.



1.2 IZABRANI LIJEKOVI

Za ovo istrazivanje odabrani su dipiridamol, imatinib i azitromicin. Dipiridamol i
imatinib odabrani su zbog svoje relativno dobre topljivosti u vodi (Ph. Eur. 4.0.) i visokog
afiniteta vezanja za AGP, tj. relativno velike konstante vezanja (asocijacije) (Israili i Dayton,
2001). Azitromicin je izabran radi svoga podrijetla, terapijske ucinkovitosti i nedovoljno

podataka u literaturi.

1.2.1 DIPIRIDAMOL

Dipiridamol pripada skupini antitrombocitnih lijekova. Njihova uloga je smanjiti
agregaciju trombocita, a na taj nacin i smanjiti moguénost nastanka tromba u arterijskoj
cirkulaciji. Dipiridamol inhibira enzim fosfodiesterazu-3 (PDE3) te tako povecava razinu
ciklickog AMP-a (CAMP) u trombocitima. Fosfodiesteraza-3 cijepa CAMP u AMP, njenom
inhibicijom povecéava se koncentracija cAMP-a, a upravo on inhibira agregaciju trombocita i
dovodi do vazodilatacije (Katzung i sur. 2011). Dipiridamol takoder poti¢e biosintezu i
oslobadanje prostaciklina iz endotela. Ovaj se lijek koristi uz oralne anitkoagulanse u profilaksi
tromboze nakon ugradnje umjetnih sréanih zalistaka te u bolnici u dijagnostici koronarne
ishemije (Franceti¢ i sur. 2015). Za mjerenje je koriStena sol dipiridamola zbog njegove bolje
topljivosti u vodu. Konstanta vezanja ili konstanta asocijacije (Ka) za al-kiseli glikoprotein je
poznata i iznosi 8.0x10° (Israili i Dayton, 2001).

OH
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Slika 3. Strukturni prikaz dipiridamola.



1.2.2 IMATINIB

Imatinib je lijek koji spada u skupinu antineoplastika, odnosno citostatika koji inhibiraju
protein-kinazu. Primjenjuje se u lijeCenju kroni¢ne mijeloi¢ne leukemije s pozitivnim
Philadelphia-kromosomom jer selektivno inhibira proliferaciju i izaziva apoptozu u tumorskim
stanicama. U takvoj bolesti protein-tirozin kinaza Bcr-Abl stalno je aktivna te time dovodi do
konstantne fosforilacije unutarstanicnih molekula koje onemoguéavaju stani¢nu smrt
apoptozom i tako nastaju tumorske stanice. Imatinib kao mala molekula ostvaruje selektivnu i
potentnu aktivnost upravo na tim protein-tirozin kinazama pa svojim djelovanjem poboljsava
simptome 1 kvalitetu zivota pacijenata (Fitos i sur. 2011). Lijek se daje bolesnicima u prvoj
kroni¢noj fazi bolesti te kod bolesnika s uznapredovalom boles¢u, ali i kod neoperabilnih ili
metastazirajuéih malignih gastrointestinalnih stromalnih tumora (GIST) 1 akutne
limfoblasti¢ne leukemije (Franceti¢ i sur. 2015.). Za mjerenje je takoder koriStena sol imatiniba
kako bi imao §to vecu topljivost u vodi, a njegova konstanta vezanja (Ka) za al-Kiseli

glikoprotein je poznata i trenutno iznosi 1.7x10° (Fitos i sur. 2011).
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Slika 4. Strukturni prikaz imatiniba.



1.2.3 AZITROMICIN

Azitromicin pripada skupini antibiotika, odnosno lijekova za lijecenje bakterijskih
infekcija za sustavnu primjenu i to u makrolide. Makrolidi inhibiraju sintezu bakterijskih
proteina tako Sto se vezu na 50S podjednicu ribosoma bakterije te takoder inhibiraju
translokaciju peptida. Njihov spektar djelovanja obuhvaca niz gram-pozitivnih, gram-
negativnih i anaerobnih bakterija. Za razliku od ostalih makrolida, azitromicin posjeduje
specificne farmakokineticke osobine zbog kojih je njegova primjena, ali i doziranje drugacije.
On se nakuplja unutar stanica gdje aktivira neutrofile i makrofage, zbog toga nalazi se u visokim
koncentracijama unutar stanica i na taj nacin jako dobro djeluje na unutarstanicne uzro¢nike
infekcija. Njegove koncentracije u tkivima znatno premasuju (i do deset puta) koncentraciju u
serumu. Zbog svoga dugog vremena polueliminacije ty> (oko 70h) vrlo se sporo eliminira iz
organizma pa je trajanje njegove primjene skraceno na 3 dana s obzirom na to da ce
koncentracija azitromicina na mjestu infekcije biti dovoljno visoka narednih 7-10 dana. Ovaj
lijek indiciran je za brojne bakterijske infekcije — lijeCenje infekcija diSnoga sustava, koze i
mekih tkiva, spolno prenosivih bolesti, kroni¢nog migrirajuceg eritema, ulkusne bolesti te
atipi¢nih mikobakterioza kod HIV-pozitivnih bolesnika (Franceti¢ i sur. 2015). Za mjerenje
koriStena je Cista supstanca azitromicina. Azitromicin gotovo je netopljiv u vodi, lako topljiv u
bezvodnom etanolu i metilenkloridu. Njegova konstanta vezanja (Ka) za al-kiseli glikoprotein

do sada nije poznata u literaturi.
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Slika 5. Strukturni prikaz azitromicina.



2. OBRAZLOZENJE TEME

Vaznost AGP-a opisana je u velikom broju znanstvenih radova koji pokazuju razlike u
glikozilacijskom obrascu u brojnim fizioloskim i patoloskim stanjima. Usprkos tome, moguce
je pronadi tek vrlo malo podataka koji detaljno opisuju utjecaj glikozilacijske promjene na

kapacitet vezanja lijeka.

Obzirom da postoje tri glavna ¢imbenika koji utjeCu na vezanje lijekova za AGP -
koncentracija AGP-a, udio pojedinih genetskih izoformi (varijanta A naspram F1/S varijante)
te promjene u glikozilacijskom uzorku AGP-a, u ovome radu ¢e biti opisan samo utjecaj
glikozilacijske promjene te procjena istoga na koncentraciju ,,slobodnog lijeka*. Promjena
uzorka glikozilacije molekula poput proteina plazme rezultirat ¢e izmijenjenim interakcijama i
posljedi¢no u¢inkom u organizmu. Zbog interakcija u vezanju lijekova koje uzrokuje sijalinska
kiselina u molekuli AGP-a, smatra se da vezanje lijekova u velikoj mjeri ovisi upravo o
glikozilaciji proteina §to rezultira povecanjem ili smanjenjem slobodne frakcije lijeka u
organizmu. Za odredivanje utjecaja glikozilacijskih promjena AGP-a na vezanje lijekova u

ovome radu Koristit ¢e se metoda fluorescencijske spektroskopije.

U sklopu ovoga diplomskoga rada proveden je eksperimentalni dio u kojemu su se mjerile
konstante vezanja dipiridamola, imatiniba i azitromicina za a1-kiseli glikoprotein. Dipiridamol
I imatinib odabrani su zbog svoga visokog afiniteta vezanja za AGP, a azitromicin radi svoga
podrijetla, terapijske ucinkovitosti 1 nedovoljno podataka u literaturi. Lijekovi s visokim
afinitetom vezanja za AGP su od posebnog interesa. Oni imaju mali udio slobodnog lijeka pa
ukoliko dode do promjene konstante vezanja, zna¢ajno ¢e se promijeniti i koli¢ina slobodnog
lijeka u organizmu. Ovim ¢e se radom pokusati razrijesiti kako razlic¢ito glikozilirani oblici
AGP-a utjecu na konstantu vezanja te koje su terapijske posljedice ovih promjena. Promjena
konstante vezanja mogla bi imati klini¢ki znacajan utjecaj u slucaju da se slobodna frakcija
lijeka znacajno poveca ili smanji. Tada je potrebna korekcija doze kako bi se izbjegla

poddoziranost (izostanak ucinka lijeka) ili predoziranost (toksicnost lijeka) pacijenta.



3. METODE | MATERIJALI

Eksperimentalni dio ovoga diplomskoga rada obuhvacéa cetiri dijela: pripremu svih
potrebnih reagensa i otopina, desijalinizaciju nativnog al-kiselog glikoproteina enzimatskom
metodom, mjerenje fluorescencije kompleksa koji nastaje vezanjem lijeka na protein te obrada
I usporedba dobivenih rezultata.

3.1 FLUORESCENCIJSKA SPEKTROSKOPIJA

Kod molekula koje ne fluoresciraju kada elektron prijede u pobudeno stanje, on se vraca
nazad u osnovno stanje gubeci energiju koju je primio pretvorbom elektronske u vibracijsku
energiju. Elektroni se pobuduju apsorpcijom fotona. Ako molekula ima rigidnu strukturu,
gubitak elektronske energije pretvorbom u vibracijsku je relativno spor i zato postoji Sansa da
se elektronska energija emitira kao ultraljubi¢asto (UV) ili vidljivo zracenje (Vis).
Fluorescencija je jedan od mehanizama kojim se molekula vra¢a u osnovno stanje nakon

pobudivanja apsorpcijom zracenja (Slika 6.).

Pobudeno ~ v3

. [ Fa v2 vibracijski
stanje =8 vl nivo
elektrona LY i
v
Ekscitacija
(pobuda)

Osnovno v2
stanje | vl
elekirona —.—.— v

Slika 6. Promjena energije zbog apsorpcije UV/Vis zracenja koja rezultira fluorescencijom

(preuzeto 1 prilagodeno iz predavanja, Analitika lijekova, prof. dr. sc. Biljana Nigovi¢, 2018).

Energija emitiranog zracenja niza je od apsorbirane energije, a valna duljina emitiranog
zracenja pomaknuta je za 50 — 150 nm prema vec¢im valnim duljinama u usporedbi s valnom
duljinom pobudnog zracenja. To se zove Stokesov pomak, a dogada se jer se pobudeni elektroni

krecu do najniZeg vibracijskog stanja u pobudenom stanju prije vracanja u osnovno stanje.
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Nije u potpunosti mogucée predvidjeti koliko jako ¢e neka molekula fluorescirati, ali
obi¢no su to molekule koje imaju vise kromofora i rigidnu (krutu) strukturu. U kromofore
ubrajamo visoko konjugirane dvostruke vezane strukture, spojeve koji sadrze aromatske prstene
1 ciklicke karbonilne spojeve. Takva struktura onemogucava da se energija utrosi na rotaciju
molekule oko jednostrukih veza ve¢ da se ona emitira kao elektromagnetno zraCenje kada

elektron prelazi u niza stanja.

Zbog gore navedenog, aromatske aminokiseline prisutne u vecini proteina — triptofan,
tirozin i fenilalanin pokazuju promjenu intenziteta fluorescencije nakon pobude u UV dijelu
spektra pa se nazivaju jo$ i fluorofori. Intenzitet fluorescencije ovisi o broju fluorofora u
proteinu i njihovom kvantnom iskoriStenju. Kvantno iskoriStenje triptofana je najvece i
dominira pri fluorescenciji proteina uz pobudu zracenjem valne duljine od 280 nm. Vodeni tom
¢injenicom, ekscitacijom triptofanskih ostataka u al-kiselom glikoproteinu do¢i ¢e do
promjena intrizi¢ne fluorescencije triptofana, a time i do promjene fluorescencije proteina u
ovisnosti o koli¢ini vezanog lijeka. Intrizi¢na fluorescencija proteina kao metoda ima odredene

prednosti, a to su: jednostavnost, brzina, pouzdanost i reproducibilnost.
Vazni ¢imbenici koji joS utjecu na intenzitet fluorescencije su:

1. koncentracija otopine analita — ne smije biti previsoka jer se emitirano zracenje
moze ponovno apsorbirati drugim nepobudenim molekulama,
2. sastav otopine — teSki metali gase fluorescenciju,
3. temperatura — njenim povecanjem povecava se vibracijska relaksacija,
4. viskoznost otapala — viskoznija otapala povecavaju fluorescenciju,
5. pH medija — ioniziranost molekule moze mijenjati fluorescenciju,
6. stvaranje kompleksnih struktura s drugim molekulama u otopini.
Intenzitet fluorescencije proporcionalan je snazi pobudnog zracenja koje se apsorbira, to

se moZe zapisati formulom kao:

F =K' (Po—P),
pri ¢emu Po predstavlja snagu upadnog snopa, a P snagu snopa nakon prolaza kroz
otopinu, K' je konstanta ovisna o djelotvornosti fluorescencije sustava, a F intenzitet
fluorescencije. Konstanta K' dobije se umnoskom dvije konstante - @¢ koja predstavlja kvantno

iskoriStenje i konstante K" koja je ovisna o geometriji i drugim faktorima.
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Fluorescencija slijedi Beerov zakon pa se moze zapisati i kao jednadzba:

P
R 10-8'3[3
P

0

pri ¢emu & oznacava molarnu apsorptivnost molekule koja fluorescira, b duljinu sloja

otopine kroz koju prolazi snop zracenja i ¢ koncentraciju fluorescirajuce otopine.

Fluorescencijska spektroskopija pronasla je svoju Siroku upotrebu zbog svoje velike
osjetljivosti (10 - 1000 puta osjetljivija je od apsorpcijskih metoda) i strukturne specifi¢nosti.
Metoda, kao i1 sve druge, ima svoje prednosti i ogranicenja. Prednosti su upravo njena
osjetljivost, selektivnost odredivanja fluorescentnih spojeva u prisutnosti velikoga broja
spojeva koji ne pokazuju fluorescenciju i moguénost koriStenja za pracenje promjena u
slozenim molekulama. Mana fluorescencijske spektroskopije je Sto se kao tehnika moze
primijeniti samo na ograniceni broj molekula 1 $to postoje brojni ¢imbenici koji na nju utjecu 1
mogu interferirati s fluorescencijom. Jedna od njenih brojnih primjena je i praenje vezanja
lijekova za proteine i odredivanje konstanti vezanja, zbog ¢ega je upravo ona odabrana kao

metoda za eksperimentalna mjerenja (Watson, 1999).
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3.2 KONSTANTA VEZANJA (Ka)

Da bismo razumjeli eksperimentalni dio ovoga rada i dobivene rezultate, bitno je objasniti
Sto je to konstanta vezanja i kako do nje dolazimo, a da bismo to mogli, moramo se dotaknuti i
pojma kemijske ravnoteze. Kod reverzibilnih kemijskih reakcija zbivaju se ukupno dvije
reakcije: napredna reakcija koja se zbiva u smjeru nastajanja produkata iz reaktanata te povratna
reakcija koja se zbiva u smjeru ponovnog nastanka reaktanata iz produkata. Ukupna reakcija

moze se prikazati jednadzbom:

mA +nB < oC + pD
pri cemu m, n, 0 i p oznacavaju broj molekula u reakciji, A i B su molekule reaktanta, a C

i D molekule produkata.

Brzina napredne reakcije (v1) kojom nastaju produkti C i D s vremenom se smanjuje jer

opada koncentracija reaktanata. To se moze zapisati jednadzbom:
v, =k [A]"[B]

Brzina povratne reakcije (v2) kojom nastaju reaktanti A i B s vremenom raste jer opada

koncentracija produkata reakcije. To se moZze takoder zapisati jednadzbom te ona glasi:
v, =k,[C]'[D]’

U onome trenutku kada su brzina napredne i brzina povratne reakcija jednake, reakcija se
prestaje odvijati 1 nastupa stanje dinamicke ravnoteze te se svi reaktanti 1 produkti nalaze u

kemijskoj ravnotezi. Uvjet kemijske ravnoteZe je da vrijedi:
Vi =V,

ako uvrstimo gore navedene jednadZbe za brzine kemijskih reakcija, dobit c¢emo:
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Posto je omjer konstanata takoder stalna vrijednost, kvocijent konstante brzine napredne
reakcije 1 konstante brzine povratne reakcije moze se zapisati novom konstantom K. Prethodni
izraz za ravnotezno stanje moze se onda zapisati i kao:

[€T' [T

[A]"[B]

Gornji izraz poznat je pod nazivom zakon o djelovanju masa ili zakon kemijske
ravnoteze, a konstanta K naziva se konstantom kemijske ravnoteze. Njena broj¢ana vrijednost
odreduje poloZaj ravnoteZe. Sto je veca konstanta brzine napredne reakcije, a manja konstanta
brzine povratne reakcije, to je veéa konstanta ravnoteZze ukupne reakcije. Sto je veca konstanta
ravnoteze neke kemijske reakcije, tada je ravnoteza vise pomaknuta prema stvaranju produkata.
Na konstantu kemijske ravnoteze mogu utjecati pH ili temperatura sustava te tako promijeniti
njenu vrijednost. Red veli¢ine broj¢ane vrijednosti konstante kemijske ravnoteze krece se od
oko 100 do 10%, a njena mjerna jedinica ovisi o broju molekula koje sudjeluju u reakciji te je

izrazena jedinicama mol i dm® (Filipovi¢ i Lipanovié, 1995).

Ovaj radi bavi se kemijskom reakcijom izmedu al-kiselog glikoproteina i izabranih

lijekova pri ¢emu nastaje njihov kompleks. To se moze prikazati i reakcijom:
AGP + L < [AGP+L]

pri ¢emu AGP predstavlja slobodnu molekulu al-kiselog glikoproteina, L slobodnu
molekulu izabranog lijeka, a AGP+L je novonastali kompleks izmedu lijeka i al-kiselog

glikoproteina. Izraz za konstantu kemijske ravnoteze K ra¢unao bi se prema jednadzbi:

_[AGP+L]
 [AGP][L]

Iz gore navedenog izraza jasno je vidljivo da se promjenom konstante kemijske ravnoteze
moze promijeniti omjer novonastalog kompleksa i koncentracije slobodne frakcije AGP,
odnosno izabranog lijeka. To moZe dovesti i do samih promjena u djelovanju lijeka, jer kako je
receno u prethodnim poglavljima, samo slobodna frakcija lijeka moze biti djelotvorna. Izraz za
konstantu kemijske ravnoteze u kojemu se u brojniku nalazi kompleks, a u nazivniku reaktanti
u svojem slobodnom, tj. nevezanom obliku naziva se jo§ konstanta vezanja ili konstanta

asocijacije (Ka).
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3.3 MATERVALI | PRIPRAVA OTOPINA

Za mjerenje su koristeni komercijalno dostupni nativni al-kiseli glikoprotein (Sigma),
metansulfonska sol imatiniba (LC Laboratories), dipiridamol monoklorid (Sigma) i azitromicin
(Pliva). Desijalinizirani oblik ol-kiselog glikoproteina dobiven je djelovanjem enzima
sijalidaze na smjesu nativnog al-kiselog glikproteina. Fluorescencijski spektri snimljeni su na
multifunkcijskom citacu mikrotitarskih plo¢ica Tecan SPARK M10 proizvedenog od Tecan
Austria  GmbH (Slika 7.). U mikrotitarske plo¢ice od 96 jazica provedena je
spektrofluorimetrijska titracija gdje su redom naneseni uzorci: konstantna koncentracija AGP-
a, raspon koncentracije odredenog lijeka i1 pufer te su radeni duplikati. Mjerenja su radena pri
sobnoj temperaturi u fosfatnom puferu pH vrijednosti 7.4. Kruti uzorci koji su koristeni za

pripravu otopina vagani su na vagi Sartorius tipa LA 310S koja ima to¢nost odvage od 0.1 mg.

R e
carlroth.com

r

Slika 7. Tecan SPARK M10, proizvoda¢ Tecan Austria GmbH.

Mati¢na otopina nativnog oblika al-kiselog glikoproteina pripremljena je otapanjem
komercijalnog ljudskog AGP-a u fosfathom puferu te provjerom i podesavanjem pH vrijednosti
na 7.4. Otopina AGP-a zatim se prebaci u Amicon Ultra Filter 0.5 mL (10 K MWCO) kako
bismo ukoncentrirali protein te se ispire tri puta s fosfatnim puferom (10 min 14000 rcf;
Eppendorf AG Centrifuga 5424). Prilikom svake centrifuge supernatant odbacujemo, a talog u
kojemu je AGP ispiremo. Pri zavrSenom prethodnom postupku radi se ,,recover proteina,
odnosno talog se centrifugira (2 min 1000 rcf; Eppendorf AG Centrifuga 5424). Dobiveni

volumen proteina precizno se izmjeri. Fosfatnim puferom podesi se bazna linija na UV-Vis

15



spektrofotometru (Hewlett Packard HP 8542A Diode Array Spectrophotometer, Agilent
Technologies Inc.), a nakon toga u kiveti se pomijesa 1 pL proteina i 49 uL fosfatnog pufera pa
se izmjeri apsorbancija proteina na 280 nm 1 iz toga izra¢una njegova dobivena koncentracija.
Na isti na¢in mjeri se i koncentracija desijaliniziranog oblika AGP-a. Sve otopine AGP-a ¢uvaju

se u hladnjaku na +4°C do koristenja.

2w ;: £
- 2s L9
-
i= =7
= d o =
25
0L
Punjenje
Centrifuga

"Recover" \c/

Sakupljanje

Slika 8. Postupak ukoncentriravanja proteina pomo¢u Amicon Ultra Filter 0.5 mL (10 K

MWCO) (preuzeto i prilagodeno s mrezne stranice http://www.merckmillipore.com)

Za postupak desijalinizacije nativnog proteina pripremaju se svjezi puferi. Pufer A
(reakcijski pufer) dobiven je otapanjem odgovarajue mase natrijevog acetata i kalcijevog
klorida u redestiliranoj vodi. Konac¢na otopina sadrZavala je 200 mM natrijevog acetata i | mM
kalcijevog klorida, a pH je podeSen na 5.5. Pufer B (pufer za skladistenje) dobiven je otapanjem
odgovaraju¢e mase natrijevog acetata, kalcijevog klorida 1 natrijevog klorida u redestiliranoj
vodi. Kona¢na otopina sastojala se od 50 mM natrijevog acetata, 9 mM kalcijevog klorida i 150
mM natrijevog klorida, a pH je podesen na 5.5. Oko 5.2 mg komercijalnog ljudskog AGP-a
otopljeno je u 816 uL pufera A. Pripremljena je suspenzija kuglica neuraminidaze (400 pL
suspenzije odgovara otprilike 200 uL kuglica) i isprana Cetiri puta sa po 400 uL pufera A na
centrifugi (0.5 min 2000 okr/min; CompactStar CS4). U 200 pL prethodno pripremljenih
kuglica neuraminidaze dodano je 800 puL otopine AGP-a, a zatim je provjeren pH te po potrebi
prilagoden na 5.5. Smjesa se inkubira 48 sati na 37°C i rotira 10 okr/min na rotoru cijevi
(Thermo Scientific Tube Revolver). Nakon inkubacije, smjesa je centrifugirana (0.5 min 2000
okr/min; CompactStar CS4), a supernatant koji sadrzi AGP prebacen u Amicon Ultra Filter 0.5
mL (10 K MWCO) i ispran tri puta s puferom A (10 min 12000 rcf; Eppendorf AG Centrifuga
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5424). Kuglice neuraminidaze isprane su Cetiri puta s 400 puL pufera B i stavljene u hladnjak na

+4°C.

Fluorescencijski spektri kompleksa al-kiselog glikoproteina i lijeka mjereni su nakon $to
su pripremljene otopine inkubirane jedan sat na sobnoj temperaturi. Najprije su odredene
konstante ravnoteze posebno za svaki lijek u reakciji s nativnim al-kiselim glikoproteinom, a
zatim su izmjerene i konstante ravnoteze posebno za svaki lijek u reakciji s desijalniziranom
formom al-kiselog glikoproteina. Kod mjerenja je za svaki lijek pripravljen niz otopina s
razli¢itom koncentracijom lijeka i Kkonstantnom koncentracijom nativnog al-kiselog
glikoproteina odnosno njegove desijalinizirane forme koja je bila 2x10® M. Koncentracije
lijekova su pripravljene u razli¢itim koncentracijskim rasponima za svaki lijek, ovisno o
predvidenoj konstanti ravnoteze na temelju literaturnih podataka. Dobiveni fluorescencijski
spektri obradeni su koriStenjem raunalnog programa Specfit pomocu kojega su izraCunate
dobivene konstante ravnoteze na temelju broja molekulskih vrsta koje sudjeluju u ravnotezi.
Dobivene konstante vezanja moguce je zatim primijeniti za predvidanje koli¢ine vezanog lijeka
u organizmu. Udio slobodne i vezane frakcije lijeka u terapijskom rasponu koncentracija u
serumu izracunat ¢e se u programu (HySS) (Alderighi i sur. 1999) te prikazati dijagramima
raspodjele. Izracuni se odnose na ravnoteze u otopinama, bez obzira na broj molekulskih vrsta

ili broj kompleksa koji mogu nastati.

U rezultatima dobivenim prethodno navedenim metodama odredivanja konstante
ravnoteZze vezanja pojedinih lijekova za oal-kiseli glikoprotein bit ¢e prikazana srednja
vrijednost dvaju nezavisnih mjerenja konstante vezanja sa standardnom devijacijom za pojedini
lijek. U ovome diplomskom radu takoder ¢e se graficki prikazati dobiveni i predvideni spektri
koncentracijskog niza pojedinog lijeka i nativnog, odnosno desijaliniziranog oblika AGP-a te
postotak slobodne frakcije lijeka pri najviSim terapijskim koncentracijama ovisno o

koncentraciji AGP-a u plazmi.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

41 DIPIRIDAMOL

Mati¢na otopina dipiridamola pripremljena je otapanjem dipiridamola u 50%-tnom

metanolu. Nakon dodatnog razrjedenja konac¢na koncentracija metanola u mjerenim otopinama

bila je manja od 0.1 %. Pripremljen je niz otopina dipiridamola i nativhog, odnosno

desijaliniziranog oblika AGP-a u kojemu je koncentracija AGP-a bila konstanta te je iznosila

2x10° M, a koncentracija dipiridamola bila je u rasponu od 4x10” do 1x10° M. Otopinu broj

15, prikazano dolje u tablici 1, ¢ini samo fosfatni pufer. Stehiometrijski odnos u kojemu se

dipiridamol veZe za nativni, odnosno desijalinizirani AGP predviden je na temelju modela

vezanja u programu Specfit te on iznosi 1:1. Kompleks dipiridamola vezanog za AGP gasi

fluorescenciju.

Tablica 1. Koncentracija dipiridamola i nativnog, odnosno desijaliniziranog AGP-a u mjerenim

otopinama.
Koncentracija nativnog i L
Broj otopine desijaliniziranog oblika Koncentracija dipiridamola/

AGP-a/M M
1 2x10° 0
2 2x10® 4x10°7
3 2x10° 8x1077
4 2x10° 1.2x10°®
5 2x10°® 1.6x10°®
6 2x10® 2.4x10°®
7 2x10° 3.2x10°®
8 2x10°® 4x10°®
9 2x10°® 4.8x10°
10 2x10° 5.6x10°°
11 2x10°® 6.4x10°®
12 2x10°® 7.2x10°®
13 2x10° 8x10®
14 2x10°® 1x107°
15 0 0
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4.1.1 DIPIRIDAMOL I NATIVNI al1-KISELI GLIKOPROTEIN

Unosom dobivenih podataka te prema pretpostavljenom modelu vezenja dipiridamola i
AGP-a u programu Specfit dobivene su vrijednosti konstante vezanja u logaritamskom obliku
(log Ka) i pripadajuce standardne devijacije (o). Log Ka iznosi 6.12, a pripadajuca standardna
devijacija 2.0445 %. Antilogaritmiranjem moze se izraCunati konstanta vezanja dipiridamola i

nativnog al1-kiselog glikoproteina te ona iznosi 1.31x106 M.
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Slika 9. Graf ovisnosti fluorescencije pri 340 nm o koncentraciji dipiridamola pri ¢emu crvena

linija predstavlja predvidenu krivulju, a plave to¢ke dobivena mjerenja.
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Slika 10. Predvideni spektri koncentracijskog niza otopina dipiridamola i nativnog AGP-a.
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Slika 11. Izmjereni spektri koncentracijskog niza otopina dipiridamola i nativnog AGP-a

(u duplikatu).
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4.1.2 DIPIRIDAMOL | DESIJALINIZIRANI al1-KISELI GLIKOPROTEIN

Unosom dobivenih podataka te prema pretpostavljenom modelu vezenja dipiridamola i
AGP-a u programu Specfit dobivene su vrijednosti konstante vezanja u logaritamskom obliku
(log Ka) i pripadajuce standardne devijacije (o). Log Ka iznosi 5.73, a pripadajuca standardna
devijacija 3.8398 %. Antilogaritmiranjem moze se izraCunati konstanta vezanja dipiridamola i

desijaliniziranog o1-kiselog glikoproteina te ona iznosi 5.41x10° M.
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Slika 12. Graf ovisnosti fluorescencije pri 342 nm o koncentraciji dipiridamola pri ¢emu

crvena linija predstavlja predvidenu krivulju, a plave tocke dobivena mjerenja.
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Slika 13. Predvideni spektri koncentracijskog niza otopina dipiridamola i desijaliniziranog
AGP-a.
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Slika 14. 1zmjereni spektri koncentracijskog niza otopina dipiridamola i desijaliniziranog
AGP-a (u duplikatu).
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4.2 IMATINIB

Mati¢na otopina imatiniba pripremljena je otapanjem imatiniba u 50%-tnom metanolu.

Nakon dodatnog razrjedenja kona¢na koncentracija metanola u mjerenim otopinama bila je

manja od 0.1 %. Pripremljen je niz otopina imatiniba i nativnog, odnosno desijaliniziranog

AGP-a u kojemu je koncentracija AGP-a bila konstanta i iznosila 2x10° M, a koncentracija

imatiniba bila je u rasponu od 6x107" do 1.5x10° M. Otopinu broj 15, prikazano dolje u tablici

2, ¢ini samo fosfatni pufer. Modelom vezanja koji je koriSten za obradu izmjerenih vrijednosti

u programu Specfit pretpostavljen je stehiometrijski odnos vezanja imatiniba za nativni,

odnosno desijalinizirani oblik AGP-a te on iznosi 1:1. Kompleks imatiniba vezanog za AGP

gasi fluorescenciju.

Tablica 2. Koncentracija imatiniba i nativnog, odnosno desijaliniziranog AGP-a u mjerenim

otopinama.
Koncentracija nativnog i
Broj otopine desijaliniziranog oblika Koncentracija imatiniba / M
AGP-a/M

1 2x10° 0

2 2x10® 6x1077
3 2x10° 1.2x10°®
4 2x10® 1.8x10°
5 2x10°® 2.4x10°®
6 2x10® 3.6x10°®
7 2x10° 4.8x10°
8 2x10°® 6.0x10°®
9 2x10® 7.2x10°®
10 2x10° 8.4x10°®
11 2x10°® 9.6x10°®
12 2x10° 1.08x10°
13 2x10® 1.2x10°
14 2x10°® 1.5x10°
15 0 0

23



421 IMATINIB I NATIVNI al-KISELI GLIKOPROTEIN

Unosom dobivenih podataka te prema pretpostavljenom modelu vezenja imatiniba i
AGP-a u programu Specfit dobivene su vrijednosti konstante vezanja u logaritamskom obliku
(log Ka) i pripadajuce standardne devijacije (o). Log Ka iznosi 5.42, a pripadajuca standardna
devijacija 3.1492 %. Antilogaritmiranjem moze se izraunati konstanta vezanja imatiniba i

nativnog al-kiselog glikoproteina te ona iznosi 2.60x10° M.
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Slika 15. Graf ovisnosti fluorescencije pri 342 nm o koncentraciji imatiniba pri ¢emu crvena

linija predstavlja predvidenu krivulju, a plave tocke dobivena mjerenja.
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4.2.2 IMATINIB I DESUALINIZIRANI al-KISELI GLIKOPROTEIN

Unosom dobivenih podataka te prema pretpostavljenom modelu vezenja imatiniba i
AGP-a u programu Specfit dobivene su vrijednosti konstante vezanja u logaritamskom obliku
(log Ka) i pripadajuce standardne devijacije (o). Log Ka iznosi 5.43, a pripadajuca standardna
devijacija 3.4190 %. Antilogaritmiranjem moze se izraunati konstanta vezanja imatiniba i

desijaliniziranog o1-kiselog glikoproteina te ona iznosi 2.70x10° M.
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Slika 18. Graf ovisnosti fluorescencije pri 342 nm o koncentraciji imatiniba pri ¢emu crvena

linija predstavlja predvidenu krivulju, a plave tocke dobivena mjerenja.
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Slika 19. Predvideni spektri koncentracijskoga niza otopina imatiniba i desijaliniziranog
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(u duplikatu).
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4.3 AZITROMICIN

Matic¢na otopina azitromicina pripremljena je otapanjem vecée koliCine azitromicina u
96%-tnom etanolu. Potrebna je veca koncentracija otopine azitromicina jer se relativno slabo
veze za AGP. Zbog mogucih interferencija etanola kao otapala, u svaku otopinu dodana je
prikladna koli¢ina etanola kako bi uvjeti tijekom mjerenja bili konstantni. Pripremljen je niz
otopina azitromicina i nativnog, odnosno desijaliniziranog AGP-a u kojemu je koncentracija
AGP-a stalna te iznosi 2x10® M, a koncentracija azitromicina bila je u rasponu od 2x10° do
1x102 M. Otopinu broj 15, prikazano dolje u tablici 3, ¢ini samo fosfatni pufer. Modelom
vezanja koji je koriSten za obradu izmjerenih vrijednosti u programu Specfit, pretpostavljeno je
da se azitromicin veZe za nativni, odnosno desijalinizirani AGP u omjeru 1:1. Kompleks

azitromicina vezanog za AGP gasi fluorescenciju.

Tablica 3. Koncentracija azitromicina i nativnog, odnosno desijaliniziranog AGP-a u mjerenim

otopinama.
Koncentracija nativnog i o .
) ) - ) Koncentracija azitromicina /
Broj otopine desijaliniziranog oblika v
AGP-a/M
1 2x10® 0
2 2x10°® 2x10®
3 2x10® 4x10°®
4 2x10°® 6x10®
5 2x10°® 8x10®
6 2x10® 1x107°
7 2x10°® 2x10°
8 2x10°® 4x10°
9 2x10° 6x10°
10 2x10°® 1x10*
11 2x10°® 2x104
12 2x10°® 1x10°3
13 2x10°® 2x107
14 2x10°® 1x10°2
15 0 0
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43.1 AZITROMICIN I NATIVNI al-KISELI GLIKOPROTEIN

Unosom dobivenih podataka te prema pretpostavljenom modelu vezenja azitromicina i
AGP-a u programu Specfit dobivene su vrijednosti konstante vezanja u logaritamskom obliku
(log Ka) i pripadajuce standardne devijacije (o). Log Ka iznosi 3.98, a pripadajuca standardna
devijacija 34.309 %. Antilogaritmiranjem moze se izraunati konstanta vezanja azitromicina i

nativnog al1-kiselog glikoproteina te ona iznosi 9.52x10° M.

Iz same standardne devijacije jasno je vidljivo da nije uzet dobar raspon koncentracija
azitromicina te da je njegova Ka za nativni AGP-a mala. U ovakvim uvjetima azitromicin se

dosta slabo veze za protein, stoga ga mozemo izuzeti iz daljnjih mjerenja.
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Slika 21. Graf ovisnosti fluorescencije pri 340 nm o koncentraciji azitromicina pri ¢emu

crvena linija predstavlja predvidenu krivulju, a plave tocke dobivena mjerenja.
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Slika 22. Predvideni spektri koncentracijskog niza azitromicina i nativnog AGP-a.
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Slika 23. Izmjereni spektri koncentracijskog niza azitromicina i nativnog AGP-a (u
duplikatu).
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4.3.2 AZITROMICIN | DESIJALINIZIRANI al1-KISELI GLIKOPROTEIN
Zbog lose uzetog raspona koncentracija lijeka, njegove male konstante vezanja za AGP,
slabog vezanja tijekom mjerenja s nativnim oblikom al-kiselog glikoproteina, mjerenja s

njegovim desijaliniziranim oblikom nisu provedena.
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44 UDIO SLOBODNE I VEZANE FRAKCNE LIJEKOVA PREMA HySS-u

Tablica 4. Postotak slobodne frakcije dipiridamola izracunat prema programu HySS pri

najvisim terapijskim koncentracijama ovisno o koncentraciji nativnog AGP-a u plazmi.

AGP+ | logKa= 6.118
Cuk.lijek Cuk.AGP Cslob.lijek Cslob.AGP Clijek-AGP % slobodnog
Tocka .
M M M M M lijeka
1 | 1.59x10° | 1.2x10° | 1.07x107 | 1.05x10° | 1.48x10° 6.8
2 | 1.59x10° | 2.2x10° | 5.71x10° | 2.05x10° | 1.53x10° 36
Ctrough
3 | 1.59x10° | 3.1x10° | 4.01x10° | 2.95x10° | 1.55x10° 25
4 | 1.59x10° | 6.9x10° | 1.78x10° | 6.74x10° | 1.57x10° 11
5 | 2.77x10° | 1.2x10° | 2.07x107 | 9.44x10° | 2.56x10° 75
6 | 2.77x10° | 2.2x10° | 1.05x107 | 1.93x10° | 2.67x10° 38
C
7 [ 2.77x10° | 3.1x10° | 7.26x10° | 2.83x10° | 2.67x10° 26
8 | 2.77x10° | 6.9x10° | 3.15x10° | 6.63x10° | 2.74x10° 11

Tablica 5. Postotak slobodne frakcije dipiridamola izracunat prema programu HySS pri

najvisim terapijskim koncentracijama ovisno o koncentraciji desijaliniziranog AGP-a u plazmi.

AGP- | logKa=5.7334
Cuk.lijek Cuk.AGP Cslob.lijek Cslob.AGP Clijek-AGP % slobodnog
Tocka ..
M M M M M lijeka
1 1.59x10° | 1.2x10° 2.35x1077 1.07x10° 1.36x10° 14.8
2 1.59x10°% | 2.2x10° 1.31x10°7 2.05x10™° 1.46x10° 8.3
Ctrough
3 1.59x10° | 3.1x10° 9.37x108 2.95x10° 1.50x106 5.9
4 1.59x10° | 6.9x10° 4.24x108 6.75x10° 1.55x106 2.7
5 | 2.77x10° | 1.2x10° | 4.44x107 | 9.67x10° | 2.33x10° 16.0
6 2.77x10% | 2.2x10° 2.40x1077 1.95x10° 2.53x106 8.7
C
T [2.77x10° | 3.1x10° | 1.69x107 | 2.84x10° | 2.60x10° 6.1
8 2.77x10° | 6.9x10° 7.51x108 6.63x10™° 2.70x10° 2.7
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Tablica 6. Postotak slobodne frakcije imatiniba izra¢unat prema programu HySS pri najvis§im

terapijskim koncentracijama ovisno o koncentraciji nativnog AGP-a u plazmi.

AGP+ | logKa = 5.4153
— Cuk.lijek Cuk.AGP Cslob.lijek Cslob.AGP Clijek-AGP % slobodnog
M M M M M lijeka
1 | 247x10° | 1.2x10° | 6.76x107 | 1.02x10° | 1.79x10° 27.4
2 | 2.47x10° | 2.2x10° | 3.99x107 | 1.99x10° | 2.07x10° 16.2
S T 47x10° | 3.1x10° | 2.91x107 | 2.88x10° | 2.18x10° 11.8
4 | 2.47x10° | 6.9x10° | 1.35x107 | 6.67x10° | 2.34x10° 5.4
5 |5.26x10° | 1.2x10° | 1.65x10° | 8.39x10°® | 3.61x10° 314
6 | 526x10° | 2.2x10° | 9.39x107 | L1.77x10° | 4.32x10° 17.9
T 5.26x10° | 3.1x10° | 6.68x107 | 2.64x10° | 4.50x10° 12.7
8 | 526x10° | 6.9x10° | 2.98x107 | 6.40x10° | 4.96x10° 5.7

Tablica 7. Postotak slobodne frakcije imatiniba izracunat prema programu HySS pri najvisim

terapijskim koncentracijama ovisno o koncentraciji desijaliniziranog AGP-a u plazmi.

AGP- | logKa= 5.4307
Totka Cuk.lijek Cuk.AGP Cslob.lijek Cslob.AGP Clijek-AGP % slobodnog
M M M M M lijeka
1 | 247x10° | 1.2x10° | 6.59x107 | 1.02x10° | 1.81x10° 26.7
2 | 2.47x10° | 2.2x10° | 3.78x107 | 1.99x10° | 2.08x10° 15.3
o T 47x10° | 3.1x10° | 2.82x107 | 2.88x10° | 2.19x10° 114
4 | 2.47x10° | 6.9x10° | 1.30x107 | 6.67x10° | 2.34x10° 5.3
5 |5.26x10° | 1.2x10° | 1.62x10° | 8.36x10° | 3.64x10° 30.7
6 | 526x10° | 2.2x10° | 9.13x107 | 1.77x10° | 4.35x10° 174
T 5.26x10° | 3.1x10° | 6.36x107 | 2.64x10° | 4.61x10° 12.1
8 | 526x10° | 6.9x10° | 2.88x107 | 6.40x10° | 4.97x10° 5.5
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Imatinib 5.26 uM
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razli¢itih koncentracija AGP-a u krvnoj plazmi izra¢unato prema programu HySS.
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Slika 25. Prikaz postotaka razlike slobodnog lijeka pri maksimalnoj koncentraciji izmedu

nativnog i desijaliniziranog oblika AGP-a.
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5. ZAKLJUCCI

Provedenim eksperimentima dokazano je da promjena u glikozilaciji AGP-a

(desijalinizacija) dovodi do promjene konstante vezanje kod izabranih lijekova.

Nakon desijalinizacije al-kiselog glikoproteina imatinib ima nesto vecu konstantu
vezanja nego za nativni oblik, §to znaci da se za desijalinizirani oblik AGP-a jace veze.
Dobiveni podaci razlikuju se od literaturnih, dobivene konstante vezanja oko 10 puta su manje

od navedene literaturne.

Kod dipiridamola desijalinizacija AGP-a ima suprotan u¢inak. Nakon desijalinizacije
konstanta vezanja je otprilike 2.5 puta manja $to znaci da se dipiridamol jace veZe za nativni

oblik al-kiselog glikoproteina. Dobiveni podaci se takoder razlikuju od navedenih literaturnih.

Tablica 8. Sazeti prikaz izmjerenih konstanti vezanja (log Ka i Ka) izmedu izabranih lijekova i

nativnog, odnosno desijaliniziranog oblika AGP-a uz pripadaju¢u standardnu devijaciju.

Lijek Protein Log Ka Ka/ M?
Imatinib AGP 5.415+0.031 (2.60 + 0.08) x10°
AGP-s 5.431+0.034 (2.70 = 0.09) x10°
Dipiridamol AGP 6.118 +0.020 (1.31 + 0.03) x10°
AGP-s 5.733 +0.038 (5.41+0.21) x10°
5,431 6,118 5,733
6,00 5,415 , ,
5,00 A
4,00
1]
X300 -
(@)
22,00 A
1,00 o
0,00 -
AGP AGP-s AGP AGP-s
Imatinib Dipridamol

Slika 26. Graficki prikaz konstanti vezanja (Ka) s pripadaju¢im standardnim devijacijama

izabranih lijekova i nativnog, odnosno desijaliniziranog oblika AGP-a.
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7. SAZETAK / SUMMARY

U sklopu ovoga diplomskoga rada provedeno je ispitivanje kako promjena
glikozilacijskog uzorka al-kiselog glikoproteina utjeCe na konstantu vezanja dipiridamola,
imatiniba i azitromicina. Tehnika koriStena u ispitivanju bila je fluorescencijska spektroskopija.
Rezultati ispitivanja ukazuju na to da desijalinizacija al-kiselog glikoproteina uzrokuje
promjene u konstantama vezanja izabranih lijekova i al-kiselog glikoproteina. Desijalinizacija
navedenog proteina kod imatiniba uzrokuje blago povecanje konstante vezanja za razliku od
dipiridamola gdje je ucinak suprotan, odnosno nakon desijalinizacije al-kiselog glikoproteina
dipiridamol se slabije veze za takav oblik te je manja i konstanta vezanja. Zbog male konstante

vezanje i premalog raspona koncentracija, mjerenja provedena za azitromicin nisu relevantna.

Within the scope of this diploma thesis, the effect of the binding constant of dipyridamole,
imatinib and azithromycin on the al-acid glycoprotein due to a change in the pattern of it's
glycosylation was examined by fluorescence spectroscopy. Result indicates effect of
desialylation of al-acid glycoprotein on binding constants of selected drugs. Desialylation of
al-acid glycoprotein will slightly increase the binding constant for imatinib. On the other hand,
desialylation of the same protein will reduce the binding constant for dipyridamole. Due to
small binding constant and narrow range of used concentrations, measurements of azithromycin

binding was not succesfull.
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