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PREGLEDNI RADOv! Inffics

Humani serumski albumin - najvazniji
transportni protein u krvi

HRVOJE RIMAC, MIRZA BOJIC

Sveutilite u Zagrebu, Farmaceutsko-biokemijski fakultet,
Zavod za farmaceutsku kemiju, A. Kovaéi¢a 1, 10 000 Zagreb

UvOD

Humani serumski albumin (HSA) je najzastupljeniji protein u ljudskoj plazmi
s koncentracijom u zdravih ljudi 500-750 uM (35-50 g/L) te ¢ini otprilike 60 %
mase svih proteina u plazmi (1). Sintetizira se u hepatocitima kao jednolancani negli-
kozilirani protein relativne molekulske mase 66.500 Da, a sastoji se od 585 aminoki-
selinskih ostataka koji su organizirani u tri strukturno sli¢cne domene oblika @ uzvoj-
nice (I-III), od koji se svaka sastoji od dvije poddomene (A i B) (2) (slika 1.).
Trodimenzijski, HSA je srcolikog oblika s pribliznim dimenzijama 80x80x30 A s 35
cisteinskih aminokiselinskih ostataka, od kojih svi osim jednog (Cys 34 u domeni I)
tvore disulfidne mostove i time stabiliziraju molekulu. Zbog svog visokog neto naboja

FAl B
(hem vezno mjesto) FA9

FA3-FA4
FA7 (vezno mjesto IT)
(vezno mjesto 1)

FAR

Slika 1. Helikalna struktura HSA s oznatenim poddomenama i mjestima vezanja masnih kiselina
(FA1-FA9) (PDB unos 2BXD) (8)
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od —15 pri pH 7,0 iznimno je topljiv u krvnoj plazmi (1, 2). U tijelu ima mnogo-
brojne uloge, kao $to su regulacija onkotskog tlaka i pH krvne plazme, ima i (pseudo)
enzimska i antioksidativna svojstva, a sluzi i za skladiStenje i prijenos endobiotika i
ksenobiotika (3), posebice hidrofobnih organskih aniona srednje veli¢ine (100-600
Da), kao $to su bilirubin, dugolan¢ane masne kiseline, hematin, tiroksin i mnogi
drugi, na taj im nacin produzujuéi poluzivot u cirkulaciji i reguliraju¢i koncentraciju
u krvi (4, 5). Mnogi se lijekovi vezu za jedno od dva glavna vezna mjesta, smjestena u
poddomenama IIA i ITIA (Sudlowljeva mjesta I i II), s time da se viSe spojeva veze u
poddomeni ITA (6, 7). Vezno mjesto I, u poddomeni IIA, je prostrano i sastoji se od
nekoliko zasebnih veznih mjesta u koja se mogu smjestiti ligandi vrlo razlicitih kemij-
skih struktura. Vezno mjesto II, u poddomeni IIIA, manjeg je volumena te je takoder
i manje fleksibilno i stoga se tu mogu vezati samo strukturno sli¢ni ligandi (8).

Vezanje fiziologkih liganada na HSA

HSA je glavni transporter neesterificiranih masnih kiselina (engl. Fasty Acid) u
plazmi, $to predstavlja njegovu osnovnu fiziolosku funkciju. Dosad je otkriveno 9
veznih mjesta za masne kiseline (FA1-FA9) koja se nalaze u razli¢itim poddome-
nama, pri ¢emu se neka od njih preklapaju s veznim mjestima za druge spojeve,
ukljucujuéi i ksenobiotike (lijekove) (slika 1.). Najvaznija od njih su FA1 koje se pre-
klapa s veznim mjestom za hem, FA3-FA4 koje se preklapa s veznim mjestom II u
poddomeni IIIA te FA7 koje se preklapa s veznim mjestom I u poddomeni ITA. Sadr-
zaj masnih kiselina u plazmi nije stalan pa tako moze utjecati na istodobno vezanje

drugih liganada (3, 9-11).

Drugi fizioloski ligand HSA je bilirubin, zavr$ni produkt katabolizma hema.
Vezanjem na HSA (99,99 %), toksi¢nost bilirubina je zna¢ajno smanjena. Prijasnja su
istrazivanja upudivala da se vezno mjesto visokog afiniteta nalazi u poddomeni IIA,
kao i u blizini veznog mjesta II, ali su novije studije pokazale da se primarno vezno
mjesto bilirubina nalazi u poddomeni IB, u blizini veznog mjesta za hem (12).

Tiroksin se veze za HSA koji nema vezanih masnih kiselina na ¢etiri mjesta, koja
se oznacavaju od Tr-1 do Tr-4, a djelomic¢no se preklapaju s FA7, FA3-FA4 i FAS.
Masne se kiseline natjecu s tiroksinom za vezanje na sva Cetiri vezna mjesta, sprjeca-
vajuéi njegovo vezanje. Pri visokim koncentracijama, masne kiseline takoder mogu
inducirati promjene u 3D strukeuri HSA, $to za posljedicu ima formiranje petog
tiroksinskog veznog mjesta, Tr-5 na podruéju FA9 (3, 13). Odredene HSA genetske
varijante pokazuju visi afinitet za tiroksin, $to dovodi do manjeg postotka slobodnog
tiroksina u krvi i posljedi¢no do poveéane sinteze tiroksina (3). Pomo¢u ovog meha-
nizma koncentracija slobodnog tiroksina ostaje unutar normalnog raspona, ali nje-
gova ukupna koncentracija je visa, $to moze dovesti do pogresne dijagnoze hipertire-
oidizma te do nepotrebnog lijeenja ovog simptoma, poznatog kao obiteljska
disalbuminemicna hipertiroksinemija (14).
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Povezanost strukture i afiniteta (SAR) lijekova pri vezanju za HSA

Tipi¢ni lijekovi koji se vezu za HSA su lipofilni lijekovi i veéina ih se veze ili u
poddomeni ITA ili u poddomeni IITA. Tipi¢ni lijek poddomene IIA je dikarboksilna
kiselina ili velika heterocikli¢na molekula s negativnim nabojem u sredini molekule,
a tipi¢ni lijek poddomene IIIA je karboksilna kiselina s negativno nabijenom kise-
linskom skupinom na jednom kraju molekule s hidrofobnim sredi$njim dijelom
molekule. Nazalost, osim ovih opéenitih pravila, ne moze se puno vise re¢i da bi se
objasnilo ili predvidjelo vezanje liganada na HSA (11). Kragh-Hansen je u svom pre-
glednom radu usporedio nekoliko strukturno sli¢nih lijekova koji se zna¢ajno razli-
kuju u vezanju za HSA (10). Primjerice, jopanoat se razlikuje od jofenoksata u tome
$to sadrzi amino skupinu umjesto hidroksilne skupine. Unato¢ tome, ta dva lijeka
imaju razli¢ita mjesta visokog afiniteta vezanja na HSA. Nadalje, ampicilin, koji se
razlikuje od penicilina G u jednoj amino skupini, moze istisnuti bilirubin, za razliku
od penicilina G. Jo$ jedan primjer je benzoat koji takoder istiskuje bilirubin, dok
vezanje parahidroksibenzoata rezultira stvaranjem stabilnog ternarnog kompleksa.
Takoder, L-triptofan se veze otprilike 100 puta jace od D-triptofana, dok je razlika u
jacini vezanja izmedu R- i S-oksazepama 30—40 puta. S druge strane, afiniteti za R- i
S-varfarin su otprilike jednaki, kao i za R- i S-progesteron i aldosteron, iako se kon-
stante vezanja steroida razlikuju u slu¢aju a- ili -vezanih supstituenata (10).

Lijekove koji imaju visoki afinitet za HSA treba davati u visim dozama da bi im
se postigla ucinkovita koncentracija; ti lijekovi posljedi¢no sporo dolaze do mjesta
djelovanja i sporo se eliminiraju (15). Kao $to je veé receno, lijekovi koji se vezu za
HSA su uglavnom lipofilni i vezanjam za HSA im se pove¢ava metaboli¢ka stabilnost
i poluvrijeme eliminacije (#,/,). U takvim slucajevima, udestalost doziranja se moze
smanjiti, a lijek vezan za HSA moze sluziti kao skladiste. S druge strane, povecavanje
nevezanog udjela lijeka ga ¢ini manje podloznim iznenadnim povisenjima aktivne
koncentracije, ali takoder i snizuje #; (16, 17).

Iako je visok postotak vezanja za HSA svojstvo lipofilnih lijekova, korelacija
izmedu lipofilnosti i vezanja za HSA se zasad utvrdila samo za kongenericke serije
spojeva, dok su za strukturno razli¢ite skupine molekula lipofilnost i vezanja na HSA
slabo korelirani (18), $to se objasnjava vezanjem strukturno razli¢itih spojeva na razli-
lita vezna mjesta (15). Zanimljiv slucaj je vezanje fenilbutazona i oksifenbutazona.
Iako se obje molekule vezu u sredistu veznog mjesta u poddomeni IIA, zbog prisut-
nosti hidroksilne skupine, oksifenbutazon je zaokrenut 180° s obzirom na fenilbuta-
zon kad su vezani na HSA bez masnih kiselina, dok im je u prisutnosti masnih kise-
lina orijentacija sli¢na. To nam govori kako ¢ak i neznatne strukturne promjene u
molekulskoj strukturi mogu imati nepredvidljive uc¢inke na vezanje lijekova (8).

Primjeri nekoliko lijekova koji su u velikom postotku vezani za vezna mjesta u
poddomenama IIA i ITIA, kao i lijekova koji nisu zna¢ajno vezani za HSA prikazani
su u tablici 1. Lijekovi vezani u poddomenama IIA i IITA imaju srediSnje i krajnje
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smijestenu elektronegativnu skupinu. S druge strane, prokainamid je pri pH 7,4 pozi-
tivno nabijen i veze se samo 10-15 %, dok su fenobarbiton i teofilin samo 40 %
vezani. To se moze objasniti ¢injenicom da, iako fenobarbiton i teofilin imaju parci-
jalno negativne keto skupine, one su jednoliko rasporedene po cijeloj molekuli Sto
rezultira smanjenom lokalizacijom negativnog naboja i slabijim vezanjem. Drugi pri-
mjeri lijekova s niskim postotkom vezanja za HSA su etosuksimid, primidon, razliciti
cefalosporini, aminoglikozidi, digitoksin i dr. (15, 19).

Tablica 1. Primjeri lijekova koji se snazno vezu u poddomenama lIA i [IIA i
lijiekova koji nisu znacajno vezani za HSA.

Postotak

Lijekovi koji

Postotak

Lijekovi koji vezania u se veiu u vezania u Lijekovi koji Postotak
se veZu u poddo:lneni poddomeni poddm:wni nisu znacajno vezanja
poddomeni l1A A A A vezani za HSA za HSA
o
0 J
o
g 99 % & ) 99 % - Av,(/ 10-15 %
CLL T (15) ) ¢ (15) )@Hk“” (19)
HN
varfarin diazepam prekainamid
0 o o
99 % — ‘)> oH 99 % @ NH 40 %
N 0 - / -
S as) X3 a9) P (19)
N//kN/ £ H
|
azaprepazen diflunisal fenebarbiten
, i
o "\N/© 97,8 % /L {" J\ 95-99 % </ \ kNH 40 %
| (15) (20) = AN (19)
[e} H
fenilbutazen prepefol teefilin

Vezno mjesto u poddomeni I1A

Vezno mjesto u poddomeni IIA se jo§ naziva i Sudlowljevo mjesto I (ili jedno-
stavnije, vezno mjesto I), odnosno varfarin—azapropazonsko mjesto. Na to se vezno
mjesto veze najveci broj lijekova i ono se nalazi u blizini triptofanskog aminokiselin-
skog ostatka Trp 214. Fehske i sur. (21, 22) su utvrdili da se to vezno mjesto sastoji
od dva preklapajuca vezna podrudja za varfarin i azapropazon. Kasnije su Yamasaki i
sur. (23) predlozili tri vezna podru¢ja, podmjesta Ia, Ib i Ic, koja se nalaze unutar
veznog mjesta I, $to su kasnije kristalografski potvrdili Zhu i sur. (24).
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Kao §to je ve¢ navedeno, ligandi koji se snazno vezu za to vezno mjesto opéenito
su dikarboksilne kiseline ili velike heterociklicke molekule s negativnim nabojem u
sredini molekule (slike 2. i 3.) te se istodobno mogu vezati dva ili vise liganda (11).
Cijelo se vezno mjesto sastoji od dva nepolarna vezna dzepa s nekoliko sredi$nje smje-
stenih polarnih aminokiselina. Vezno mjesto pokazuje preferenciju prema koplanar-
nim aromatskim spojevima koji mogu uéi u pukotinu i tvoriti vodikove veze. SAR
studija vezanja cefalosporina na HSA je pokazala da se anionski cefalosporini vezu
najjace, dok se kationski cefalosporini vezu najslabije, a vezanje neioniziranih cefalos-
porina raste porastom njihove lipofilnosti (25).

Nepolarne regije

Srediénji
elektronegativni
heterociklicki dio

Polarni supstituenti

Nepolarne regije

Slika 2. Strukturna svojstva varfarina (gore) i 3-karboksi-4-metil-5-propil-2-furanpropionata (CMPF) (dolje)

N
A. g His 242 B Te 264 Arg 222
" /‘N] ° . &
& U
Leu 238 Ala 291 N
H N H
H N-H H
Lys 199 N
H N~p-
N Leu 260
H ;
V./*/ Arg 257 ;
i |0,H
Lys 199 7
Tyr 150 ; Lys 199
His 242

Slika 3. Interakcije izmedu A. varfarina (PDB unos 2BXD) i B. 3-karboksi-4-metil-5-propil-2-furanpropionata
(CMPF) s veznim mjestom | (PDB unos 2BXA) (8)
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Svojstva veznog mjesta u poddomeni I1A

Vezno mjesto u poddomeni IIA sastoji se od tri vezna podru¢ja koja se djelo-
mi¢no preklapaju, $to predstavlja problem u definiranju osnovnih strukturnih svoj-
stava njegovih liganada (23). Skupina bazi¢nih aminokiselinskih ostataka (Lys 195,
Lys 199, Arg 218 i Arg 222) nalazi se na ulazu u vezno mjesto (slika 4.A), dok se druga
skupina (Tyr 150, His 242 i Arg 257) nalazi na kraju dubljeg (lijevog) dzepa (slika
4.B). Sredisnja regija dijeli vezno mjesto u dva dzepa. Dublji dzep je jo§ jednom podi-
jeljen u dva dijela s Ile 264 (slika 4.C), dok je drugi (desni) dZzep omeden s Phe 211,
Trp 214, Ala 215, Leu 238 i alifatskim dijelovima Lys 199 i Arg 218 (slika 4.D) (8).
Ulaz veznog mjesta je $irok i sastoji se od fleksibilnih postrani¢nih lanaca, $to mu omo-
gucuje vezanje razli¢itih supstituentskih skupina. S druge strane, ligandi poput 3-kar-
boksi-4-metil-5-propil-2-furanpropionata (CMPF), oksifenbutazona, fenilbutazona,

Slika 4. Vezno mjesto u poddomeni lIA. Hidrofilne aminokiseline su oznagene plavo, hidrofobne naranéasto, a

neutralne bijelo. A. Hidrofilni ulaz veznog mjesta omedenog polarnim aminokiselinama Lys 195, Lys 199, Arg 218

i Arg 222, B. Druga skupina polarnih aminokiselina Tyr 150, His 242 i Arg 257, C. Dno dublieg veznog dZepa

podijelienog u dva dijela s lle 264, D. Manji hidrofobni dZzep omeden s Phe 211, Trp 214, Ala 215, Leu 238 i alifat-
skim dijelovima Lys 199 i Arg 218, gledano odostraga
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varfarina, pa ¢ak i glukoze vezu se u sredi$tu dzepa sa svojom planarnom grupom
umetnutom izmedu nepolarnih postrani¢nih lanaca Leu 238 i Ala 291 i tvore vodi-
kovu vezu s hidroksilnom skupinom Tyr 150 (slika 4.B), koja ima sredi$nju ulogu u
vezanju lijekova (8, 26). Zbog prostranosti ovog veznog mjesta, ligandi nisu steri¢ki
ograniceni i razli¢iti ligandi se mogu istodobno vezati, $to omoguéuje vezanje i mole-
kula vode. Molekule vode mogu pomo¢i pri stvaranju interakcija izmedu liganada i
HSA (8), ali isto tako mogu objasniti nedostatak stereoselektivnosti za varfarin (27).
S obzirom na to da se u veznom mjestu I nalaze dvije skupine polarnih aminokiselin-
skih ostataka, idealni ligand bi bila molekula s dva anionska ili elektronegativna dijela,
udaljena 5-6 veza jedna od druge. Jedna takva molekula je i CMPF (slike 2. i 3.B),

koji se veze za HSA s visokim afinitetom iako je hidrofilna molekula (8, 15).

Prostranost i vezna svojstva ovog veznog mjesta se najbolje mogu vidjeti kad se
preklope kristalografske strukture varfarina i CMPF-a (slika 5.). Moze se primijetiti
da se konformacija obliznjih aminokiselina ne razlikuje previse, dok se strukture i
orijentacije varfarina i CMPF-a znacajno razlikuju. Oba spoja se prostiru u razlicite
dijelove veznog mjesta, dok je sredi$nja planarna skupina u oba slucaja smjestena u
blizini Leu 238. To pokazuje kako se dva strukturno i prostorno vrlo razlicita liganda
mogu vezati za isto vezno mjesto zahvaljujuéi njegovoj velicini.

Slika 5. Preklopliene strukture varfarina (plavo) i CMPF-a (Zuto) vezanih za vezno mjesto u poddomeni lIA i ami-
nokiseline s kojima dolaze u kontakt. lako su ligandi prostorno vrlo razligiti, vezno mjesto je dovoljno veliko da veZe
oba liganda bez znacajnih promjena u konformaciji aminokiselinskih ostataka

Vezanje masnih kiselina takoder utjece na tercijarnu strukturu HSA (8) i vezanje
liganada za to vezno mjesto (10, 28, 29). Kad se masna kiselina veze za FA2, postra-
ni¢ni lanac Tyr 150 se premjesta i ulazi u interakeiju s karboksilnom skupinom masne
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kiseline u FA2. Dolazi do konformacijskih promjena HSA i znacajnog pregrupiranja
ostalih aminokiselina, ¢ime se poveéava veli¢ina i smanjuje polarnost unutarnje
polarne skupine aminokiselina. Iako Tyr 150 ima sredi$nju ulogu u vezanju lijekova
kod HSA koji nema vezane masne kiseline, kad ude u interakcije s masnom kiselinom
u FA2 mjestu, njegovu ulogu nadomjestaju drugi aminokiselinski ostaci (Lys 199,
Arg 222, His 242, i u manjoj mjeri Arg 218 i Arg 257), zbog ¢ega je vezno mjesto
hidrofobnije, $to moze ¢ak i povecati konstantu vezanja, npr. varfarina (8, 27). Kao
§to je ve¢ navedeno, prisutnost masnih kiselina utje¢e na orijentaciju oksifenbuta-
zona, ali isto tako i na raspored aminokiselina u blizini indometacina (8). Pri visim
koncentracijama masnih kiselina, vezanje liganada se smanjuje zbog izravne kompe-
ticije s masnim kiselinama za vezno mjesto malog afiniteta (engl. Low Affinity Site,

LAS) FA7 (27).

Vezno mjesto u poddomeni IIA

Vezno mjesto u poddomeni ITIA jo§ se naziva i Sudlowljevo mjesto II (ili jedno-
stavnije, vezno mijesto II), odnosno indol-benzodiazepinsko mjesto. Smjesteno je u
poddomeni ITIA i manje je i uze od veznog mjesta I, a takoder je i stereoselektivnije.
Vezno mijesto II se sastoji od dugacke hidrofobne regije i polarnog dijela kojeg tvore
tirozinski, argininski i serinski aminokiselinski ostaci. Zbog ovakve strukture je ovo
vezno mjesto selektivno za karboksilne kiseline s negativno nabijenom kiselom skupi-
nom na jednom kraju molekule s hidrofobnim centrom (npr.diflunisal i ibuprofen)
(3, 8, 11). Pomo¢u QSAR studije, Wanwimolruk i sur. (30) su pokazali da se vezno
mjesto 11 sastoji od hidrofobne $upljine duboke 16A i 3iroke 8A s kationskom skupi-
nom smje$tenom blizu povrsine. Negativni naboj nije nuzan za vezanje sve dok je
prisutno elektronegativno srediste molekule, dok se pozitivno nabijeni ligandi ne
vezu za ovo vezno mjesto (npr. benzodiazepini) (slike 6. i 7.) (30, 31). Zbog svoje
manje veli¢ine, ovo je vezno mjesto stereoselektivnije (npr. R-ibuprofen se veze 2,3
puta snaznije nego S-ibuprofen, a L-triptofan se veze otprilike 100 puta snaznije od
D-triptofana) te jo$ nije podijeljeno u pojedinaéne dijelove kao vezno mjesto I (11).
S obzirom na to da se vezno mjesto II preklapa s veznim mjestima visokog afiniteta
FA3-FA4, veca je vjerojatnost da ¢e se istiskivanje liganada koje ukljucuje masne kise-
line i lijekove dogoditi na veznom mjesto II nego na veznom mijestu I, koje se pre-
klapa s veznim mjestom niskog afiniteta FA7 (28,29)

Swvojstva veznog mjesta u poddomeni I11A

Kao i vezno mjesto I, vezno mjesto II je zapravo hidrofobna $upljina koja sadrzi
i polarne aminokiseline. Vezno mjesto II je strukturno sli¢no veznom mjestu I, samo
je manje: vezno mijesto II se sastoji od samo jednog hidrofobnog dzepa, dok drugi
dzep nije prisutan zbog polozaja Tyr 411, koji se nalazi na polozaju koji odgovara Leu
219 u veznom mjestu I. Uz to, ulaz veznog mjesta II je vise izlozen otapalu, a naku-
pina polarnih aminokiselina (Arg 410, Lys 414 i Ser 489) nalazi se na jednoj strani
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Periferno smjestena
elektronegativna skupina

Hidrofobna regija

Leu453
Leu 387

Arg 485
Leu 453
Ile388

Asn 391

Slika 7. Interakcije izmedu A. ibuprofena (PDB unos 2BXG) i B. diazepama (PDB unos 2BXF)
s veznim mjestom ||

ulaza (slika 8.A). Ligandi ulaze u interakeije s hidroksilnom skupinom Tyr 411, polar-
nim aminokiselinama na ulazu i hidrofobnim dzepom (slika 8.B), stoga je ovo vezno
mjesto selektivno za lijekove s periferno smjestenom elektronegativnom skupinom,
poput diflunisala, diazepama i ibuprofena (8). S druge strane, odredeni spojevi poput
propofola, halotana i indoksil sulfata se vezu za karbonilni kisik Leu 430. U slu¢aju
propofola, stericki utjecaji izopropilne skupine onemogucuju interakcije izmedu
jedine polarne hidroksilne skupine s polarnim dijelom veznog mjesta II. Umjesto
toga, propofol se nalazi u konformaciji koja dozvoljava nastajanje vodikove veze s
karbonilnim kisikom Leu 430 (32). Kao i vezno mjesto I, i vezno mjesto II je prila-
godljivo i sposobno vezati velike, razgranate strukture kao $to je diazepam, ali i vece
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molekule poput tiroksina i dvije molekule masnih kiselina (FA3-FA4). U vezanju
ovih molekula, prilagodljivost veznog mjesta dolazi do izrazaja. Vezanje diazepama i
masnih kiselina je popra¢eno znacajnim rotacijama postrani¢nih lanaca Leu 387 i Leu
453, i u slucaju diazepama s moguc¢im utjecajem molekula vode na daljnju prila-
godbu veznog mjesta (8).

Slika 8. Vezno mjesto II: A. hidrofilni ulaz veznog mjesta s polarnim aminokiselinama Arg 410, Tyr 411,
Lys 414 Ser 489 koje su grupirane s jedne strane ulaza, B. bo¢ni prikaz hidrofobnog dijela veznog dzepa

Kao i u slu¢aju veznog mjesta I, razli¢iti ligandi veznog mjesta I se mogu pre-
klopiti kako bi se pokazala njegova prilagodljivost i volumen (slika 9.). U ovom slu-
¢aju, kristalografske strukture ibuprofena i diazepama su preklopljene. Moze se vidjeti
da oba liganda dijele veéi dio veznog mjesta, a iznimke su dodatni volumen potreban
za fenilni prsten diazepama koji uzrokuje znacajnu promjenu u orijentaciji Leu 387 i

Slika 9. Preklopljene strukture ibuprofena {plavo) i diazepama (Zuto) vezanih na vezno mjesto II. Sredi$nji
dijelovi molekula se zna€ajno preklapaju, dok se za uklapanje fenilnog prstena diazepama Leu 387 mora
reorijentirati, a u slucaju karboksilne skupine ibuprofena polozaj Tyr 411 je znacajno promijenjen
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karboksilna skupina ibuprofena koja uzrokuje promjene u orijentaciji Tyr 411. Moze
se zakljuciti da se za oba vezna mjesta mogu vezati razliciti ligandi, ali zbog svoje veli-
¢ine, za vezno mjesto I se mogu vezati raznovrsniji ligandi, neki takoder i istovremeno
i s manje potrebnih konformacijskih promjena proteina.

Vezno mjesto u poddomeni IB

Vezno mjesto u poddomeni IB je prepoznato kao primarno i sekundarno vezno
mjesto brojnih spojeva (33). Uz ¢injenicu da se na ovo vezno mjesto primarno vezu
endogeni spojevi poput bilirubina i hemina (3), ovdje se primarno vezu i spojevi
poput lidokaina (34) i fusidi¢ne kiseline (antibiotik steroidne strukture) (12), kao i
razni drugi lijekovi kojima je'ovo primarno ili sekundarno vezno mjesto (3, 24).

Ostala vezna mjesta

Cys 34 u dubini poddomene IA je jedini cisteinski ostatak koji ne tvori unutar-
molekulski disulfidni most. Stoga ovaj cisteinski ostatak moze za sebe vezati odredene
lijekove i s njima tvoriti kovalentne veze (npr. s derivatima bukilamina, D-penicila-
mina, kaptoprila i etakrinske kiseline) (3, 11), a moze i vezati te razgraditi disulfiram
u dvije molekule dietilditiokarbamata (35). Ovo vezno mjesto je takoder vrlo selek-
tivno za ione metala (npr. Au(l), Pe(Il), Ag(I), Hg(I)), kao i lijekove koji sadrze ove
metale (npr. auranofin, cisplatin) (3, 11). Postoje i dodatna vezna mjesta za metale;
jedno se nalazi na N-kraju HSA i naziva se N-terminalno mjesto (engl. N-Terminal
Site, NTS). Za to se vezno mjesto vezu Cu(II), Co(II) i Ni(II). Jos$ jedno vazno mjesto
za vezanje metala je multimetalno vezno mjesto ili kadmijsko mjesto A (engl. Mulri-
metal Binding Site A, MBS-A) i primarno je vezno mjesto za Cd(II) i Zn(II). Osim
navedenih veznih mjesta, postoji jos nekoliko veznih mjesta na koja se mogu vezati
razli¢iti spojevi. Primjeri takvih liganada su oksifenbutazon, propofo], jodopamid,
diflunisal, halotan, ibuprofen itd. (8). Identificirana su vezna mjesta u svim poddo-
menama na koja se veze samo nekoliko spojeva (3, 11). Popis kristalografskih struk-
tura HSA s vezanim ligandima se moze na¢i u radu Fanali i sur. (3).

Ponowno vezanje istisnutih lijekova

U odredenim slu¢ajevima, istisnuti se lijek moze ponovno vezati na drugo vezno
mjesto te tako koncentracija slobodnog lijeka moze biti niza od ocekivane. Takvi
slu¢ajevi su najbolje opisani kod odredenih nesteroidnih protuupalnih lijekova (36,
37). U slucaju diklofenaka i ibuprofena, Yamasaki i sur. su pokazali in vitro istiskiva-
nje s veznog mjesta II na vezno mjesto I diklofenaka pomoéu ibuprofena. Diklofenak
se primarno veze za vezno mjesto 11, kao i ibuprofen. U prisutnosti ibuprofena, diklo-
fenak je istisnut s veznog mjesta II, ali se ponovno veze na vezno mjesto I, $to dovodi
do mnogo nize slobodne koncentracije diklofenaka nego $to bi se oéekivalo da je u
pitanju samo kompetitivna interakcija (36). Za istiskivanje s veznog mjesta II na
vezno mjesto I se takoder pokazalo da je stereoselektivno, kao u sluéaju karprofena, s
najja¢im interakcijama izmedu S-(+)-karprofena i S-(+)-ibuprofena (37).
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(Pseudo)enzimatska svojstva HSA

Uz vezanje liganada na HSA, pokazalo se da HSA odredene spojeve i kemijski
modificira, odnosno da HSA ima i odredena enzimatska svojstva. Neka od tih svoj-
stava su enolazna aktivnost prema dihidrotestosteronu, tioesterazna aktivnost prema
disulfiramu, dehidracijska aktivnost prema prostaglandinu D2 i dehidracijska i potom
izomerizacijska aktivnost prema 15-keto-prostaglandinu E2 (reakcije koje ukljucuju
prostaglandine mogu biti inhibirane fenilbutazonom i varfarinom) (11). Takoder,
enzimatska aktivnost HSA moze biti stereoselektivna (38), npr. vezno mjesto I moze
degradirati sulbenicilin, pri ¢emu je selektivnije prema R-izomeru (39). Isto tako, i
vezno mjesto I i vezno mjesto II imaju esteraznu aktivnost (11, 40, 41), kao i hidro-
laznu aktivnost za glukuronide lijekova, pri ¢emu kataliziraju transformaciju acil glu-
kuronida u pocetne spojeve, ali isto tako mogu dovesti i do kovalentnog vezanja lije-
kova na HSA i njihove toksi¢nosti (3, 11, 42, 43). Esterazna aktivnost HSA moze
posluziti i za aktivaciju prolijekova (11). Na taj nacin HSA moze utjecati na ukupnu
i slobodnu koncentraciju lijekova, kao i na njihov metabolizam, odnosno moze imati
utjecaj na farmakokinetiku lijekova (40).

Klini¢ki znacdajno istiskivanje lijekova s HSA

Buduéi da je koncentracija HSA u krvnoj plazmi puno visa od koncentracije
veéine lijekova, a i vezna mjesta na HSA su velika i prilagodljiva te u odredenim sluca-
jevima na sebe mogu istodobno vezati i vise liganada, vjerojatnost istiskivanja lijek~lijek
je vrlo mala. No, takve se interakcije ne smiju olako odbaciti kao klini¢ki neznacajne,
iako su rijetke. Najbolje opisani primjeri su interakcije izmedu varfarina i klofibrata (3)
te varfarina i kloral hidrata (44). Isto tako, opisane su i interakcije izmedu ceftriaksona
i probenacida (45), valproata i fenitoina s acetilsalicilnom kiselinom (46), fenitoina s
antibioticima (47) i dr.

S druge strane, mnogo su ¢esée interakcije lijekova s fizioloskim ligandima HSA,
narocito s masnim kiselinama. Masne kiseline su visoko zastupljene u svakodnevnoj
prehrani, mogu se pronadi u visokim koncentracijama u tijelu, imaju vise veznih mjesta
na HSA i mogu utjecati na vezanje drugih liganada i izravno i alostericki (3, 9, 48-53).
Vezanje masnih kiselina uglavnom dovodi do smanjenog vezanja lijekova, kao §to su
tiamilal, diazepam, furosemid, ibuprofen, flurbiprofen i steroidi (10, 11, 54), dok se u
slu¢aju bilirubina i liganada koji se vezu za vezno mjesto hema njihovo vezanje poveéava
(10, 28). Povecano vezanje hema za HSA (primjerice u slu¢aju hemoliticke anemije ili
rabdomiolize) snizava konstantu vezanja liganada za vezno mjesto I. Isto tako, plazmat-
ska koncentracija hem-Fe(III) moze biti poveéana uslijed poveéane koncentracije liga-
nada koji se vezu za vezno mjesto I (55-57). Bilirubin takoder ulazi u interakcije istiski-
vanja s brojnim lijekovima, npr. valproat, ceftriakson, sulfonamidi, oksifenbutazon,
fenilbutazon, sulfinpirazon, ketofenilbutazon, glibenclamid, tolbutamid, varfarin, sali-
cilat i furosemid (11, 58). Preporuka je da se ti lijekovi ne daju novorodencadi koja je u
opasnosti od kernikterusa te se takoder preporucuje da se svi lijekovi koji se koriste kod
novorodencadi ispitaju na sposobnost istiskivanja bilirubina (11).
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Lijekovi takoder mogu ulaziti u interakcije istiskivanja i s patofizioloskim ligan-
dima, primjerice pri smanjenju funkcije ili zatajanju jetre ili bubrega. Takvi ligandi su
primjerice indoksil sulfat, indol-3-acetat, hipurna kiselina i CMPF, koji se u tijelu
mogu nalaziti u znac¢ajnim koncentracijama (11, 54, 59-61). U tim ¢e slu¢ajevima
do¢i do smanjenja sveukupnog kapaciteta HSA za vezanje lijekova te ¢e se tako pove-
¢ati njihova slobodna koncentracija, $to ée posljedi¢no najées¢e dovesti do njihovog
brzeg izludivanja, ali moguée i do nuspojava uzrokovanih trenutno povisenim kon-
centracijama slobodnog lijeka u krvi.
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Human serum albumin - the most important
transport protein in the blood

H. Rimac, M. Boji¢é
Abstract

Human serum albumin (HSA) is the most abundant protein in human serum.
It has numerous functions, one of which is transport of small hydrophobic molecules,
such as metabolites, hormones, and nutrients, as well as drugs and toxins. This pro-
miscuous, nonspecific affinity can lead to competition and displacement of different
ligand in binding to HSA and cause increase in toxicity of displaced ligands. In this
paper, the most important HSA binding sites are described and the risk of displace-
ment interactions between different ligands is discused. While such interactions are
more common between physiological (e.g. fatty acids, bilirubin, heme etc) and pato-
physiological ligands (e.g. indoxyl sulfate, indol-3-acetate, hypuric acid, and CMPF)
and drugs, displacement interactions between drugs are also known. In certain cases
these interactions can directly influence drug’s free, active concentration in blood.
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