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1. UvOD
Pri odredivanju terapijskih doza lijekova potrebno je voditi raCuna o njihovom vezanju za

proteine krvne plazme, medu kojima je najzastupljeniji albumin. Osim albumina, koji pretezno
veze kisele 1 neutralne lijekove, sposobnost vezanja lijekova posjeduju 1 drugi proteini krvne
plazme. Najvazniji od njih je al-kiseli glikoprotein, za kojeg se takoder vezu lijekovi, pogotovo
oni bazi¢nog karaktera, koji je poznat i po tome $to mu se koncentracija moze povecati tijekom
upalnih stanja pa time i klini¢ki znacaj njegove sposobnosti vezanja lijekova. Sposobnost vezanja

lijekova, iako manje klinicki znacajnu, takoder posjeduju a-globulini i lipoproteini.

Proteini krvne plazme mogu na viSe nacina utjecati na djelovanje lijekova koji se za njih vezu.
Na primjer, prilikom patoloskih stanja poput nefrotskog sindroma ili zatajenja jetre dolazi do
smanjenja koncentracija proteina u plazmi pa se time i smanjuje koli¢ina lijeka koja moze biti
vezana. Razine proteina takoder su smanjene kod novorodencadi te kod starijih pacijenata, a
tijekom trudno¢e mogu se naglo mijenjati. Smanjenje sposobnosti vezanja lijekova moze osim
smanjenjem koncentracije proteina biti izazvano i pove¢anom koncentracijom endogenog ili
egzogenog kompetitora za njegova vezna mjesta. Na primjer, kod hiperbilirubinemije zabiljezene
su povisene slobodne koncentracije lijekova koje je bilirubin ,,istisnuo® s veznih mjesta na
albuminu. Na sli¢an nacin 1 egzogeni toksini ili lijekovi mogu dovesti do povecanja slobodne
koncentracije lijeka. Imaju¢i na umu da je samo nevezani udio lijeka farmakoloski aktivan,
povecanje slobodne koncentracije lijeka dovodi do pojacanja djelovanja lijeka koje u nekim
slu¢ajevima moze doseci I toksi¢nu razinu. Kod lijekova poput varfarina i dipiridamola koji su u
terapijskim dozama preko 95% vezani na albumin, a imaju vrlo malu terapijsku Sirinu, ta je
interakcija od kriticne vaznosti (Li, 2014; Trainor, 2007; Macgregor i Sardi, 1991).

Varfarin je jedan od najSire upotrebljavanih oralnih antikoagulansa i koristi se za prevenciju
tromboembolije. Vaznost to¢nosti njegovog doziranja pokazuje ¢injenica da se osobama na terapiji
varfarinom svakih nekoliko tjedana mjeri protrombinsko vrijeme kako bi se ispitao ucinak lijeka i
sukladno tome prilagodila terapijska doza. Dipiridamol se ne propisuje ¢esto kao varfarin i ima
vecu terapijsku Sirinu, ali s varfarinom je indiciran kod pacijenata s umjetnim sréanim zaliscima
kojima prijeti opasnost od embolije unato¢ adekvatnoj dozi varfarina. Za takve slucajeve rezultati

ovog rada mogli bi biti posebno relevantni (Pouleur i Buyse, 1991; Chesebro i sur., 1983).



1.1. HUMANI SERUMSKI ALBUMIN
1.1.1. STRUKTURA I SINTEZA

Humani serumski aloumin (HSA), s normalnom krvnom koncentracijom u rasponu od 35
do 50 g/l, najzastupljeniji je protein krvne plazme. Sintetizira se u jetri, prvo u obliku
preproalbumina koji nastaje translacijom samo jednog gena te se u lumenu endoplazmatskog
retikuluma hepatocita cijepanjem prevodi u proalbumin. Njemu se potom u trans-Golgijevom
aparatu izrezuje N-terminalni oligopeptid od 6 aminokiselina ¢ime nastaje albumin koji se kona¢no

otpusta u intravaskularni prostor.

Primarna struktura HSA te njegovog propeptidnog oblika i signalnog slijeda otkrivena je
1975. godine dok je do razrade tercijarne strukture doslo tek dvadesetak godina kasnije kada je
rendgenskom kristalografijom razjasnjeno da se taj ,,srcoliki®, 66,5 kDa tezak, globularni protein
volumena 88,249 A? sastoji od tri homologne domene gradene od alfa-uzvojnica. Svaka od tih
domena sadrzi deset anti-paralelnih uzvojnica i podijeljena je na A domenu koju €ini $est uzvojnica
te B domenu koju ¢ine Cetiri uzvojnice. Stabilnosti tercijarne strukture HSA pridonosi 35

cisteinskih ostataka koji stvaraju 17 disulfidnih mostova (Rabbani i Ahn, 2019).

FAl IB

(hem vezno mjesto)

FA3-FA4

Slika 1. Helikalna struktura HSA s oznacenim poddomenama i mjestima vezanja

(preuzeto i prilagodeno iz (Boji¢ i Rimac, 2017))



1.1.2. BIOLOSKA FUNKCIJA

Iako ga nalazimo i na drugim mjestima u ljudskom tijelu, poput koze i sline, HSA svoje
najbitnije uloge izvrsava u krvi gdje je i najbrojniji te sudjeluje u ouvanju homeostaze na vise
nacina. Za pocetak, HSA je zasluzan za oko 75% koloidno-osmotskog tlaka krvi $to ga ¢ini uvelike
odgovornim za raspodjelu tekuc¢ine izmedu krvi 1 tkiva. Takoder, zahvaljujuci velikom broju kiselih
aminokiselinskih ostataka, HSA pri fizioloskom pH posjeduje ukupni naboj od —15. Time znatno
pridonosi anionskom manjku krvnog seruma i djeluje kao svojevrstan pufer. To potvrduje i

¢injenica da smanjenje koncentracije albumina u krvnoj plazmi dovodi do metabolic¢ke acidoze.

HSA takoder posjeduje antitoksi¢na svojstva i §titi organizam od $tetnih ucinaka, kako
endogenih, tako i egzogenih molekula. Za pocetak, tu je njegovo antioksidativno djelovanje koje
posjeduje ponajvise zahvaljuju¢i svom Cys34 sa slobodnom tiolnom skupinom koja hvata
reaktivne kisikove cestice nastale u imunosnom odgovoru. Antitoksi¢énom ucinku HSA pridonosi
I njegova pseudo-enzimska funkcija. Zahvaljuju¢i rasporedu aminokiselinskih ostataka u
poddomeni I11A, HSA ima sposobnost hidrolize estera te detoksifikacije cijanida u tiocijanate.
Takoder, HSA sa slobodnim reduciraju¢im Secerima ulazi u reakciju glikacije, tj. neenzimatske
glikozilacije. Lizinski, argininski i cisteinski ostaci HSA vezu Secere visokim afinitetom i kod
zdravih osoba od 1 do 10% ukupnog albumina u serumu je glikozilirano. Kod osoba koje boluju
od secerne bolesti, ovisno o kontroli njihove glikemije, taj broj moze dosec¢i i 90%. Glikirani HSA
je stoga vazan biokemijski marker u kontroli glikemije te moze posluziti u dijagnosticke svrhe
(Rabbani i Ahn, 2019).

Jo§ jedna vazna bioloSka uloga HSA je uloga skladiStenja i transporta malih molekula
stvaranjem nekovalentnih interakcija. Zahvaljujuéi svojoj strukturi, HSA ima sposobnost vezanja
sirokog raspona molekula razli¢itih svojstava. Glavna vezna mjesta HSA za male molekule su
Sudlowljeva mjesta I i Il koja se redom nalaze na poddomenama IIA i 1l1A. Na njih se tipi¢no vezu
lipofilne molekule, od kojih se vecina veze na Sudlowljevo mjesto I koje je prostranije. Tipi¢na
molekula koja se na njega veze je dikarboksilna kiselina ili velika heterociklicna molekula s
negativnim nabojem u sredini molekule, dok je za Sudlowljevo mjesto II tipi¢na karboksilna
kiselina s negativno nabijenom kiselinskom skupinom na jednom kraju molekule te s hidrofobnim
sredi$njim dijelom. U novijim istrazivanjima pokazan je znacaj tre¢eg veznog mjesta, smjestenog

na poddomeni IB, koje je za brojne lijekove i endogene spojeve primarno mjesto vezanja.



Kada se radi 0 endogenim molekulama poput bilirubina, hema i tiroksina, vezanjem za HSA
postize se odrzavanje slobodne koncentracije spomenutih molekula u normalnom rasponu te se
tako sprjecava toksic¢ni uc¢inak. S druge strane, vezanjem masnih kiselina, HSA povecéava njihovu
topljivost u krvi koja je vodeni medij te tako posreduje njihovom transportu kroz organizam.

Takoder, molekulama vezanim za HSA produljeno je vrijeme poluzivota (Boji¢ i Rimac, 2017).

Istim ué¢incima HSA djeluje na lijekove te je stoga bitan farmakokineti¢ki faktor. Vezanje
lijekova za HSA utjece na distribuciju, metabolizam i eliminaciju lijeka pa time i na njegov ucinak.
U slucaju primjene vise od jednog lijeka, zbog navedenih djelovanja, dolazi do njihove medusobne
interakcije. Razumijevanje vezanja lijekova za HSA od iznimnog je znacaja za klini¢ku praksu
kako bi se sprijecile negativne posljedice medusobne interakcije lijekova, a potencijalno otkrile i
one pozitivne. Osim toga, velika sposobnost HSA u skladiStenju i transportu malih molekula mogla

bi posluziti za formulaciju novih farmaceutskih oblika (Tayyab i Feroz, 2020).



1.2. DIPIRIDAMOL

Dipiridamol je antitrombotski lijek koji svoj ucinak postize zahvaljujuci sinergiji vise
povezanih mehanizama djelovanja. Najvazniji mehanizam kojim djeluje in vivo je inhibicija
ponovnog unosa adenozina u endotelne i krvne stanice te inhibicija njegove razgradnje ¢ime
povecava njegovu slobodnu koncentraciju u plazmi. Time se pojacava sposobnost adenozina da
inhibira ADP-ovisnu agregaciju trombocita. Adenozin takoder, stimuliraju¢i trombocitnu adenilat
ciklazu, pojacava sintezu cCAMP koji inhibitorno djeluje na agregaciju trombocita. Povecanju
koncentracije CAMP-a doprinosi i inhibitorni u¢inak dipiridamola na fosfodiesterazu koja bi ga
razgradila te stimulativno djelovanje prostaciklina na adenilat ciklazu. Sinergisti¢ko djelovanje
dipiridamola upotpunjeno je stimulacijom biosinteze i otpustanja prostaciklina kojim, osim S§to

inhibira agregaciju trombocita, djeluje i vazodilatatorno (Harker i Kadatz, 1983).

Dosad nisu pronadeni specifi¢ni literaturni podaci o konstanti vezanja dipiridamola za HSA,
niti o to¢nom broju veznih mjesta. Ispitivanja na govedem serumskom albuminu (BSA) u svojim
rezultatima navode konstantu vezanja reda veli¢ine 10* M i samo jedno vezno mjesto koje se

nalazi na poddomeni IB (Afrin i sur., 2019).

Unato¢ visokoj homologiji s HSA i podudaranju velikog broja karakteristika, BSA se ne
moze u svim slucajevima koristiti kao alternativa za HSA. Posebice u slu¢ajevima vezanja liganda
na Sudlowljevo mjesto | gdje znatnu razliku u svojstvima moze uzrokovati rigidnija struktura
poddomene 1A kod BSA (Ketrat i sur., 2020).

Slika 2.Struktura dipiridamola



1.3. VARFARIN

Varfarin je antikoagulans ¢iji mehanizam djelovanja pociva na inhibiciji o vitaminu K
ovisnih faktora zgrusavanja. Vezanjem na enzim vitamin K 2,3-epoksid reduktazu i posljedicnom
inhibicijom prevodenja vitamina K u aktivni oblik, on inhibira aktivaciju faktora zgruSavanja II,
VII, IX i X ¢ime dovodi do smanjenja stvaranja krvnih ugruSaka. Aktivirani faktor X i faktor I,
protrombin, odgovorni su za stvaranje trombina u ¢ijem odsustvu ne moze doci do stvaranja fibrina

i stabilizacije krvnog ugruska (Jacobs, 2008).

Sa svojom 4-hidroksikumarinskom strukturom varfarin se odli¢no otapa u vodi i apsorbira
dobro i brzo putem gornjeg gastrointestinalnog trakta. Vr$nu koncentraciju u plazmi postize 60 do
90 minuta nakon oralne primjene te se veze za samo jedno mjesto na HSA i to s konstantom vezanja

od oko 5-:10* M koja je priblizno ista za oba enantiomera (Li i sur, 2014).

Kao jedino vezno mjesto varfarina na HSA ustanovljeno je Sudlowljevo mjesto | na
poddomeni A Kkoje se stoga jo§ naziva i varfarin—azapropazonskim mjestom (Boji¢ i Rimac,
2017).

Slika 3. Struktura varfarina



1.4. KEMIJSKA RAVNOTEZA
Za razumijevanje ovog rada vazno je razumjeti znaCenje konstante ravnoteze reakcije
vezanja, a za razumijevanje toga potrebno je poznavanje kemijske ravnoteze. Kod reverzibilnih

kemijskih reakcija ukupna reakcija moze se prikazati jednadzbom (0):
aA+bB S cC+dD ©

gdje a molekula reaktanta A i b molekula reaktanta B daju kao produkt ¢ molekula C i d molekula
D. U toj jednadzbi a, b, ¢ i d predstavljaju stehiometrijske koeficijente. Brzinu polazne reakcije u

tom sluc¢aju opisuje jednadzba (1):
vy = ky[A]*[B]P 1)

dok u povratnoj reakciji ¢ molekula tvari C s d molekula tvari D daje a molekula tvari A i b

molekula tvari B. Brzina odvijanja povratne reakcije opisana je jednadzbom (2):
v, = ky[C][D]?. )

Ako se u pocetku u reakcijskoj smjesi nalaze samo tvari A 1 B, odvijat ¢e se samo polazna reakcija
kojom nastaju produkti C i D. S porastom njihovih koncentracija rasti ¢e brzina povratne reakcije
sve dok se ne izjednaci s brzinom polazne reakcije. Tada nastupa dinamicka ravnoteza koju opisuju

jednadzbe (3), (4) i (5):

U1 =7V 3)

ki _ [cI[D]?

= : ()

ky  [A]%[B]P

S obzirom na to da je omjer dviju konstanti takoder konstanta, jednadzbu (5) mozZemo pisati i kao

jednadzbu (6),

[c][D]4
[]a[B]P

Keq = (6)

poznatiju i kao zakon o djelovanju masa ili zakon kemijske ravnoteze. Konstanta K., je ta koja

odreduje omjer reaktanata i produkata u ravnoteznom stanju. Sto je ona veéa, to je brzina polazne

reakcije veca u odnosu na povratnu te stoga u reakcijskoj smjesi prevladavaju produkti reakcije.
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Njene vrijednosti mogu biti od reda veli¢ine 10°°° do 10°°, a mjerna jedinica joj ovisi o broju

molekula koje sudjeluju u reakciji.

Kod reakcija stvaranja kompleksa Cesta pojava je nastajanje viSestruko supstituiranih
kompleksnih vrsta. To su slucajevi kada se za metal, M, kroz vise koraka veze odredeni broj, n,

liganda, L. Svaki od tih koraka moze se opisati na sljedeci nacin jednadzbama (7), (8) i (9):

L ©
2 = ®)
AT ©
iz kojih je vidljivo da u opéenitom slucaju vrijedi jednadzba (10):
Kn = o (10)

Konstante kemijske ravnoteze u ovim reakcijama nazivamo konstantom nastajanja ili stabilnosti
kompleksa, tj. konstantom ravnoteze reakcije vezanja ili asocijacije. MnoZenjem tih konstanti
dobivamo ukupnu konstantu stabilnosti kompleksa koju ozna¢avamo s f3,,. Ona se s moze opisati

jednadzbama (11) i (12):
Pn= Ki XK, XK X .. X K, (11)

_ [MLy]
Bn = [ML][L]"

(12)
za bilo koju kompleksnu ravnotezu opcenitog tipa

M +nlLS ML,.

(Filipovi¢ 1 Lipanovi¢, 1987).



2. OBRAZLOZENJE TEME

Vezanje lijekova za proteine krvne plazme znacajan je farmakokineticki faktor. O njemu ovise
apsorpcija, raspodjela, metabolizam i eliminacija lijekova. S obzirom na to da samo slobodna
frakcija lijeka moze biti farmakoloski aktivna, vezanje lijekova za proteine krvne plazme igra
veliku ulogu u njihovom djelovanju. Od tih proteina najzastupljeniji je HSA s normalnim rasponom
koncentracija od 0,53 do 0,75 mM za kojeg velikom broju lijekova vezana frakcija iznosi i preko
99%. Kod doziranja takvih lijekova treba obratiti paznju na vezanje za HSA jer ¢e djelovanje
ispoljavati samo, manja, slobodna frakcija lijeka, dok ¢e, veca, vezana frakcija, sluziti kao
svojevrstan ,,rezervoar spoja kojemu ¢e onda biti produzeno vrijeme poluZzivota, a time i trajanje
ucinka (Kratochwil i sur., 2002).

Za takve lijekove svaka promjena koncentracije HSA u plazmi ili samo udjela vezane frakcije,
zbog kompeticije za vezno mjesto s nekim drugim spojem, moze dovesti do viSestrukog povecanja
koncentracije slobodne frakcije lijeka. Ovisno o terapijskoj Sirini lijeka to moze dovesti do
toksi¢nih u¢inaka pa je zato posebnu paznju potrebno obratiti na lijekove s malom terapijskom
Sirinom, kao $to je varfarin. S druge strane, kada bi se dobro poznavalo vezanje lijekova za HSA,
u klini¢koj praksi to bi omogucéilo racionalnije koristenje lijekova i bolje planiranje terapije.
Takoder, u razvoju novih ljjekova ili formulacija, uzimanjem u obzir utjecaj vezanja za HSA na

farmakokineticke parametre izvr$io bi se kvalitetniji probir i dizajn lijekova (Scheife, 1989).



3. MATERIJALI | METODE
3.1. MATERIJALI

3.1.1. KEMIKALIJE | PRIPREMA OTOPINA

Prvo je pripremljena 25 mM otopina HEPES pufera koja je kasnije koristena za pripremu
ostalih otopina tijekom eksperimenata. Priprema se sastojala od otapanja odvagane koli¢ine
HEPES-a (Sigma-Aldrich, SAD) u destiliranoj vodi i podeSavanja pH do ciljanih 7,4 dodatkom
male koli¢ine 1 M NaOH (Gram-mol, Hrvatska). Pri tome je pH-vrijednost mjerena
potenciometrijski, pri sobnoj temperaturi, te je na kraju puferska otopina profiltrirana. Nakon toga
pripremljena je mati¢na otopina HSA otapanjem odvagane koli¢ine HSA (Sigma-Aldrich, SAD) u
tako svjeze pripremljenoj puferskoj otopini. Kako bi se mogla spektrofotometrijski provjeriti
njezina koncentracija prethodno je potrebno odrediti molarni apsorpcijski koeficijent nativnog
HSA. To je u¢injeno mjerenjem apsorbancije dviju otopina HSA jednake koncentracije od kojih je
u jednoj HSA bio denaturiran dodatkom 6 M otopine gvanidin hidroklorida (Sigma-Aldrich, SAD).
Zbog jednakih koncentracija tih otopina bilo je moguée iz poznatog molarnog apsorpcijskog
koeficijenta denaturiranog HSA te omjera izmjerenih apsorbancija nativnog i denaturiranog HSA
izraCunati molarni apsorpcijski koeficijent nativnog HSA. Molarni apsorpcijski koeficijent
denaturiranog HSA bio je izracunan iz poznatog broja i molarnih apsorpcijskih koeficijenata
njegovih aminokiselinskih ostataka. Izracunani molarni apsorpcijski koeficijent nativnog HSA
koriSten je za spektrofotometrijsku provjeru koncentracije HSA u mati¢noj otopini. Za pripremu
mati¢ne otopine izvagani dipiridamol (Sigma-Aldrich, SAD) je prvo otopljen u malom volumenu
dimetilsulfoksida (DMSO) (Kemika > 99%), Hrvatska) te razrijeden puferskom otopinom do
ciljane koncentracije. Kona¢nio udio DMSO-a u mjerenim otopinama bio je manji od 0,1%.
Mati¢na otopina varfarina pripremljena je otapanjem izvagane koli¢ine natrijeve soli varfarina
(Sigma-Aldrich, SAD) u puferskoj otopini. Koncentracija mati¢ne otopine dipiridamola iznosila je
2 UM, mati¢ne otopine varfarina 10 mM, a mati¢ne otopine HSA iznosile su 500 uM i 300 uM za

prvu, odnosno drugu titraciju.
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3.1.2. LABORATORIJSKI PRIBOR | OPREMA

Za vaganje kemikalija u pripremi otopina koriStena je analiticka vaga (Sartorius,
Njemacka),. Puferska otopina pripremljena je u odmjernoj tikvici od 100 mL dok su mati¢ne
otopine bile pripremane u Eppendorf epruvetama. Za provjeru pH puferske otopine pri sobnoj
temperaturi koriSten je potenciometar (Mettler Toledo, SAD). Za uzimanje malih volumena
puferske otopine pri pripravi mati¢nih otopina te za pripremu otopina u titracijskome nizu koristena
je automatska pipeta proizvodaca (Eppendorf, Njemacka). Za mjerenje apsorbancije mati¢ne
otopine kori$teni su kvarcna kiveta (Hellma, Njemacka) i spektrofotometar Cary 50 Bio (Varian,
Australija). Otopine u titracijskome nizu bile su pripravljane izravno u crne mikrotitarske plo¢ice
(384 jazice) s prozirnim dnom proizvodaca Greiner, a za mjerenje polarizacije fluorescencije
koriSten je multifunkcionalni Cita¢ plocica (Microplate Reader Spark M10) proizvoda¢a TECAN

(Austrija) prikazan na Slici 4.

@TECAN.

Slika 4. Tecan Microplate Reader Spark M10 (preuzeto i prilagodeno iz
(https://www.tecan.com/blog/spark-multimode-microplate-reader-for-high-performance-cell-

based-fluorescence-assays))
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3.2. POLARIZACIJA FLUORESCENCIJE

Spontana emisija svjetlosti koja prati povratak iz pobudenog elektronskog stanja u osnovno
naziva se fluorescencija. To je vrsta fotoluminescencije, emisije svjetlosti koju pobuduje apsorpcija
svjetlosti, koja se od ostalih vrsta, fosforescencije i odgodene fluorescencije, izdvaja po najvecoj
brzini povratka u osnovno stanje. Zivotni vijek pobudenog stanja kod fluorescencije ima trajanje u
rasponu od 1071° do 107 s. Molekulska vrsta koja ima sposobnost fluorescencije naziva se

fluorofor.

Svjetlost je elektromagnetski val koji se sastoji od elektriénog i magnetskog polja koja
osciliraju u fazi i okomita su medusobno te na smjer Sirenja vala. Kod prirodnog svjetla ta polja
nemaju preferiranu orijentaciju, ali kod linearno polariziranog svjetla elektricno polje oscilira u
isklju¢ivo u smjeru koji se tada naziva smjer polarizacije. Takoder je mogucée postojanje
djelomi¢no polarizirane svjetlosti koja se u nejednakim udjelima sastoji od vise zraka svjetlosti

polariziranih u razli¢itim smjerovima.

Za vecinu fluorofora vjerojatnost apsorpcije svjetlosti maksimalna je u trenutku kada je
elektricno polje pobudujuce svjetlosti okomito na apsorpcijski tranzicijski moment fluorofora.
Zbog toga, kod pobudivanja populacije fluorofora polariziranim svjetlom selektivno ¢e se pobuditi
fluorofori povoljne orijentacije. Emisija koja nakon toga slijedi neovisna je o orijentaciji fluorofora,
ve¢ ovisi o0 internim promjenama stanja. Za vrijeme Zivotnog vijeka pobudenog stanja fluorofor
moze promijeniti orijentaciju i tako dovesti do smanjenja polarizacije svjetlosti zahvaljujuci
nastaloj razlici u apsorpcijskom i emisijskom tranzicijskom momentu. Zahvaljujuc¢i tome,
mjerenjem polarizacije fluorescencije moguce je dobiti informacije o veli¢ini, obliku 1 mobilnosti

molekula u mediju (Valeur i Berberan-Santos, 2012).
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Metoda koriStena u ovom radu temelji se na mjerenju signala polarizacije fluorescencije, to
jest njegove promjene prilikom vezanja dipiridamola za HSA i kompetitivnog istiskivanja s veznog
mjesta na HSA od strane varfarina. Dipiridamol, koji je mala fluorescentna molekula, u slobodnom
obliku rotira velikom brzinom zbog koje tijekom pobudenog stanja moze znacajno promijeniti
svoju orijentaciju. Polarizacija potom emitirane svjetlosti je stoga izotropna, to jest neovisna o
smjeru polarizacije apsorbirane svjetlosti. Na razini uzorka to dovodi do smanjenja signala
polarizacije fluorescencije koje je razmjerno koli¢ini slobodnog dipiridamola. Vezanjem za HSA,
zbog veli¢ine kompleksa, brzina rotacije dipiridamola znac¢ajno opada pa ne dolazi do izotropije
polarizacije fluorescencije, zbog ¢ega signal polarizacije fluorescencije ostaje visok. Sukladno
tome, dodatkom varfarina u otopinu koja sadrzi kompleks dipiridamola i HSA kompetitivnim
istiskivanjem dipiridamola s veznog mjesta do¢i ¢e do porasta njegove slobodne frakcije, a time 1
do smanjenja signala polarizacije fluorescencije. Princip koristene metode shematski je prikazan
na Slici 5. (Valeur i Berberan-Santos, 2012; Yasgar i sur., 2012).

Polarizirana ekscitacijska Polarizirana ekscitacijska Polarizirana ekscitacijska
svjetlost svjetlost svjetlost

HSA (velika molekula)

varfarin
(kompetitor za vezno mjesto)

A ,
\N ”//7

L

S

dipiridamol (mala, fluorescentna molekula)

Emitirana svjetlost je depolarizirana Emitirana svjetlost je polarizirana Emitirana svjetlost je depolarizirana

Nizak signal polarizacije fluorescencije Signal polarizacije fluorescencije raste Signal polarizacije fluorescencije pada

Slika 5. Shematski prikaz principa polarizacije fluorescencije
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3.3. SPEKTROFLUORIMETRIJSKE TITRACIJE

Izvedene su dvije titracije u triplikatu pri sobnoj temperaturi (25 + 1 °C) . Najprije je
provedena titracija otopine dipiridamola s otopinom HSA, a zatim titracija otopine HSA i
dipiridamola s otopinom varfarina. U prvoj titraciji koncentracija dipiridamola odrzavana je
konstantnom, a raspon koncentracija HSA postignut je metodom serijskog razrjedenja s omjerom
1:1. U drugoj titraciji konstantnima su odrzavane koncentracije dipiridamola i HSA dok je varfarin
bio serijski razrjedivan u omjeru 1:1. Otopine u titracijskom nizu pripremljene su u crnoj
mikrotitarskoj plocici s prozirnim dnom koja je nakon kratke inkubacije pri sobnoj temperaturi

stavljena u TECAN fluorimetar pomocu kojeg je otopinama izmjerena polarizacija fluorescencije.

Dobiveni spektrofluorimetrijski podaci obradeni su statisticki pomocu racunalnog
programa Minitab (21.4.0.0). Prvo je testirana normalnost podataka Anderson-Darlingovim testom
koji je za sve skupove podataka odbacio hipotezu normalnosti s izra¢unanim p < 0,005. Zbog toga
su za daljnje provjere koriSteni neparametarski statisti¢ki testovi. Pomocu Kruskal-Wallisovog
testa ispitana je i potvrdena jednakost medijana skupova podataka unutar triplikata s p = 0,989 za

prvu titraciju te p = 0,943 za drugu.
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4. REZULTATI I RASPRAVA

Prvom titracijom cilj je bio izracunati konstantu ravnoteze vezanja dipiridamola za HSA.
Izvedena je u triplikatu i za izracun su koriStene srednje vrijednosti polarizacije fluorescencije.
Mjerenja su pokazala da polarizacija fluorescencije raste s povecanjem koncentracije HSA, Sto se
i vidi na Slici 6.

Tablica 1. Rezultati titracije HSA i dipiridamola

N ¢(DP)/[uM | c(HSA)/uM | FPi/mP | FPo/mP | FP3s/mP | FPayg/mP o
1 1 250 256 280 284 273 15,1
2 1 125 234 256 234 241 12,7
3 1 62,5 171 217 194 194 23,0
4 1 31,3 168 161 159 163 4,73
5 1 15,6 113 132 77 107 27,9
6 1 7,81 89 90 87 89 1,53
7 1 3,91 46 49 62 52 8,50
8 1 1,95 45 37 34 39 5,69
9 1 0,977 30 25 24 26 3,21
10 1 0,488 20 18 17 18 1,53
11 1 0,244 13 14 10 12 2,08
12 1 0,122 6 9 5 7 2,08
13 1 0,061 8 5 7 7 1,53
14 1 0,031 3 -1 9 4 5,03
15 1 0,015 4 7 9 7 2,52
16 1 0,008 4 5 0 3 2.65
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Slika 6. Ovisnost polarizacije fluorescencije o koncentraciji HSA
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Drugom titracijom cilj je bio odrediti konstantu vezanja varfarina za HSA u kompeticiji s
dipiridamolom ¢ija konstanta vezanja se mogla izraCunati iz prve titracije. Kao Sto je bilo i
o¢ekivano, s povecanjem koncentracije varfarina u otopini dolazi do smanjenja polarizacije
fluorescencije, $to se vidi i na Slici 7. Na Slici 7. se takoder vidi da polarizacija fluorescencije niti
uz veliki suviSak varfarina ne doseze minimum iz prve titracije, Sto je bilo za ocekivati u slucaju
potpune kompeticije za vezno mjesto. To nam govori da je dio dipiridamola ipak ostao vezan za
HSA.

Tablica 2. Rezultati titracije HSA i dipiridamola varfarinom

N [ c(DP)/uM [ c(HSA)/UM [ c(VF)/uM [ FPy/mP | FP2/mP | FPaimP | FPag/mP | &
1 1 150 5000 104 103 108 105 | 2,65
2 1 150 2500 112 112 109 111 | 1,73
3 1 150 1250 118 108 111 112 | 513
4 1 150 625 136 136 138 137 | 1,15
5 1 150 313 163 155 166 161 | 569
6 1 150 156 219 169 187 192 | 253
7 1 150 781 240 220 259 240 | 19,5
8 1 150 39,1 247 263 256 255 | 8,02
9 1 150 19,5 245 243 254 247 | 5,86
10 1 150 9,77 243 243 246 244 | 1,73
11 1 150 4,88 252 249 251 251 | 1,53
12 1 150 2,44 257 248 250 252 | 4,73
13 1 150 1,22 254 250 249 251 | 2,65
14 1 150 0,610 253 257 248 253 | 4,51
15 1 150 0,315 257 260 250 256 | 5,13
16 1 150 0,153 248 241 238 242 | 513
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Slika 7. Ovisnost polarizacije fluorescencije o koncentraciji varfarina

4.1. TZRACUN KONSTANTI RAVNOTEZA

Konstante stabilnosti dipiridamola i varfarina racunski su odredivane pomocu softverskog
programa SPECFIT(2.1.2) (Gampp i sur., 1985) te su razmotrena dva modela. U prvom modelu
pretpostavljeno je da postoji samo jedno vezno mjesto na koje se dipiridamol i varfarin vezu te za
njega ulaze u kompeticiju. U drugom modelu dipiridamol ima dva razli¢ita vezna mjesta na HSA

dok se na samo jedno od tih mjesta moze vezati varfarin.

SPECFIT je racunalni program koji koriste¢i Marquardtov algoritam za modeliranje
krivulja metodom minimiziranja najmanjih kvadrata pomocu spektroskopskih podataka moze
izraCunati konstantu stabilnosti. Kao podaci u program su uneseni nizovi koncentracija reaktanata
1 izmjerene vrijednosti polarizacije fluorescencije te u nekim slucajevima i poznate konstante
stabilnosti koje su prethodno bile izra¢unane. Prije svakog izracuna u program je takoder bilo
potrebno unijeti model kompleksacije, a rezultati su dobiveni u obliku logaritama konstanta

stabilnosti s pripadaju¢im standardnim devijacijama.
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41.1. PRVI MODEL

U prvom je modelu prvo izra¢unana konstanta ravnoteze reakcije vezanja dipiridamola za
samo jedno vezno mjesto na HSA i dobiven je logaritam konstante stabilnosti (log (3)) takvog
kompleksa koji iznosi 4,68. Model i izra¢un u programu SPECFIT prikazani su Slikom 8. Kako se
radi o kompleksu koji nastaje samo jednom reakcijom vezanja, konstanta ravnoteze reakcije
vezanja jednaka konstanti stabilnosti kompleksa i prema tome iznosi 4,74 - 10* ML, Prikaz modela
vezanja i njegovog odstupanja od eksperimentalnih vrijednosti na Slici 9. govori da taj model

relativno dobro opisuje vezanje dipiridamola za HSA.
DIPZ.DEM SPECFIT PARAMETERS 05-07-2023

Conc vs Metal [M1-/[L1-[H+1 3 Parameters
MxLyH= colored spectrum fix vary log Bxy=z nilog B
Species (ysnl (uskl (frul B
100 u 0.00000D+00 0,00000D+00
010 u 0.00000D+00 0,00000D+00
110 u 4.67742D+00 5.435874D-02

F(201 nm) SPECFIT ANALYSIS

7 .63E-09 5.00E-05 1.00E-04 1.50E-04 Z.00E-04 Z.50E-04
[Metall (M)

Slika 9. Prikaz modela vezanja te eksperimentalnih vrijednosti (ispod)

uz prikaz mjere odstupanja (iznad)
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U sljede¢em koraku za izraCun su KoriStena mjerenja iz druge titracije te prethodno

izraCunani log () kompleksa dipiridamola i HSA na temelju kojih je program izra¢unao log (f)

za kompleks varfarina i HSA. Model i izracun su vidljivi na Slici 10. 1z dobivenog log (£) koji

iznosi 3,84 izracunata je konstanta ravnoteze reakcije vezanja varfarina za HSA koja iznosi 6,92 -

10® M. Na Slici 11. prikazan je model, tj. njegovo odstupanje od eksperimentalnih podataka na

temelju kojih vidimo da ih ne opisuje dobro.

UARZ .DEM

Conc vus Ligand

MxrBH=
Species

100
010
001
110
101

n
n
n

u
n

colored
Cysmd

SPECFIT PARAMETERS

[M1-[L1-[H+]
spectrum fixruary log Bxy=z
(usk) (fru) B
u 0. 00000D+00
u 0. 00000D+00
u 0. 00000D+00
u 4.67742D+00
u 3.84375D+00

SPECFIT ANALYSIS

s 9

Trace Number

05-07-2023

5 Parameters
nllog RB)

0. 00000D+00
0. 00000D+00
0. 00000D+00
0. 00000D+00
9.99054D-02

UARZz . DEM

Slika 11. Prikaz modela vezanja te eksperimentalnih vrijednosti (ispod)

uz prikaz mjere odstupanja (iznad)

20



4.1.2. DRUGI MODEL

U drugom je modelu pretpostavljeno da HSA ima dva vezna mjesta na koja se dipiridamol
moze vezati. [zracunom u SPECFIT-u kojeg prikazuje Slika 12. dobiveni su logaritmi konstanti
stabilnosti za komplekse HSA s jednim i dva vezana dipiridamola te pripadajuce standardne
devijacije. Pomocu njih i jednadzbe (11) izracunano je da konstante ravnoteze reakcije vezanja
dipiridamola za ta vezna mjesta na HSA iznose redom 1,25 - 10° M1 i 4,85 - 10° M. Slika 13.
prikazuje dobro poklapanje modela vezanja s eksperimentalnim vrijednostima

DIFZ.DEN SPECFIT PARAMETERS 05-07-2023

Conc vs Metal [M1-[L1-[H+1 4 Parameters
MxLyH=z colored spectrum fix- uary log Bxyz nllog B)
3pecies (y-nl (usk) (frul) B

100 u 0.00000D+00 O.00000D+00
010 u 0.00000D+00 0.00000D+00
110 u 5.098300D+00 4.76072D-01
120 u 1.17837D+01 6.89055D-01

Slika 12. Model i izracun konstante stabilnosti kompleksa HSA s jednom i s dvije molekule

dipiridamola

F(Z201 nm) SPECFIT ANALYSIS DIPZz .DEM

7.63E-09 5.00E-05 1.00E-04 1.50E-04 2 .00E-04 Z.50E-04
[Metall (M)

Slika 13. Prikaz modela vezanja te eksperimentalnih vrijednosti (ispod)

uz prikaz mjere odstupanja (iznad)
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U sljede¢em koraku racunane su konstante ravnoteze reakcije vezanja varfarina za HSA. U
otopini na kojoj su vrSena mjerenja mogla su nastati dva razli¢ita kompleksa varfarina i HSA. Prvi
nastaje vezanjem varfarina za HSA koji na sebi nema prethodno vezani dipiridamol, a u drugom
nastaje kompleks varfarin-HSA-dipiridamol. Pretpostavljeno je da prvi kompleks postoji u otopini
zbog suviska HSA nad dipiridamolom, a drugi pak zbog suviska varfarina nad HSA u nekim
otopinama u titracijskom nizu. Za te komplekse ra¢unane su konstante stabilnosti, a za komplekse
dipiridamola i HSA unesene su prethodno izracunane konstante. Model i izracun prikazani su
Slikom 14.

UrARZ . DEM SPECFIT PARAMNETERS 05-07-2023

Conc vs Ligand [M1-[L1-[H+] 7 Parameters
MxABH=z colored spectrumn fix vary log Bxy=z nilog B)
Species (y-n) (urk) (frul B
100 n u f .00000D+00 .00000D+00
010 n u f .00000D+00 .00000D+00
001 n u .00000D+00 .00000D+00
110 1] u .09800D+00 .00000D+00
170 1] u .17837D+01 .00000D+00
101 n u .95333D+00 .76534D-01
111 y u .60Z258D+00 .09557D-02

Slika 14. Model i izracun konstante stabilnosti kompleksa HSA i varfarina

Kao rezultat dobiven je logaritam konstante stabilnosti kompleksa varfarin-HSA koji iznosi
3,95 iz Cega se moze izraCunati konstanta ravnoteze reakcije vezanja varfarina za slobodni HSA
koja iznosi 8,91 - 10° ML, Takoder je dobiven i logaritam ukupne konstante stabilnosti kompleksa
varfarin-HSA-dipiridamol koji iznosi 9,60 i iz kojeg se pomocu jednadzbe (11) i prethodno
izraCunate konstante ravnoteze reakcije vezanja dipiridamola za HSA mozZze izraunati da konstanta
ravnoteZe reakcije vezanja varfarina u kompleks varfarin-HSA-dipiridamol iznosi 3,16 - 10* ML,

Na Slici 15. vidimo da taj model vezanja relativno dobro opisuje eksperimentalne podatke.
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F(201 nm) SPECFIT ANALYSIS UARZz .DEN

£5.2

0.0

7 9

Trace Number

Slika 15. Prikaz modela vezanja te eksperimentalnih vrijednosti (ispod)
uz prikaz mjere odstupanja (iznad)
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Na Slici 16. prikazana je promjena udjela kompleksa HSA i dipiridamola kroz titraciju. U
pocetku najzastupljeniji je kompleks HSA s jednom molekulom dipiridamola te u manjem udjelu
kompleks HSA s dvije molekule dipiridamola. S dodatkom varfarina povecava se i udio kompleksa
varfarin-HSA-dipiridamol sve do maksimuma od 65%. U toj tocki kompleksa dipiridamol-HSA

vise nema, dakle preostali dipiridamol koji nije vezan u kompleks varfarin-HSA-dipiridamol ostaje
slobodan u otopini.

# Formation SPECFIT ANALYSIS VARZ: . DEN

Trace NMumber

Slika 16. Prikaz udjela kompleksa HSA i dipiridamola kroz titraciju. Krivulja broj 1 prikazuje
udio kompleksa HSA s dvije molekule dipiridamola, krivulja broj 2 udio kompleksa HSA s jednom

molekulom dipiridamola, a krivulja broj 3 udio kompleksa HSA s dipiridamolom i varfarinom
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5. ZAKLJUCCI

Provedenim eksperimentom pokazano je da vezanje dipiridamola za HSA bolje opisuje
model s dva vezna mjesta od kojih za samo jedno ulazi u kompeticiju s varfarinom. U SPECFIT-u
izraCunane konstante ravnoteze reakcije vezanja dipiridamola za HSA u tom modelu iznose 1,25 -
10° Mt i 4,85 - 106 M1, Konstanta ravnoteZe reakcije vezanja varfarina za slobodni HSA u tom
modelu iznosi 8,91 - 10® M™%, a za vezanje u kompleks varfarin-HSA-dipiridamol iznosi 3,16 - 10*
M. Prema tim vrijednostima dipiridamol se za HSA veze otprilike 4 do 544 puta jade nego
varfarin. Ako se uz to uzme u obzir da dipiridamol ima na HSA jedno vezno mjesto vise od
varfarina, moze se izvuéi zakljucak da bi se pacijentima koji su na terapiji s oba lijeka trebalo
preporuciti da prvo uzimaju dipiridamol, a zatim varfarin kako bi se minimizirale nagle promjene
u slobodnoj koncentraciji lijeka. Daljnjim istrazivanjima mogao bi se ispitati utjecaj razli¢itih

¢imbenika, poput pH i temperature na vezanje ovih lijekova za HSA.

Polarizacija fluorescencije pokazala se kao relativno pogodna i praktiéna metoda za
odredivanje interakcija izmedu HSA i lijekova. Zahvaljuju¢i njenoj jednostavnosti 1 brzini
omogucuje velik broj mjerenja u malom vremenu, $to joj daje prednost nad klasi¢nim metodama,
a pozitivno je i $to zahtijeva male volumene uzoraka pa se njome tro$i manje kemikalija. Osim
visoke cijene uredaja za mjerenje polarizacije fluorescencije, nedostatak ove metode je Sto pri
visokim koncentracijama proteina otopina postaje viskoznija Sto oteZava njezino prebacivanje u
mikrotitarsku plocicu za mjerenje te moze dovesti do interferencije u mjerenju zbog smanjenja

pokretljivosti fluorofora u viskoznom mediju.
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6. POPIS KRATICA, OZNAKA | SIMBOLA
ADP — adenozin difosfat

BSA — govedi serumski albumin

CAMP — ciklicki adenozin monofosfat

DP - dipiridamol

FP — polarizacija fluorescencije

HSA — humani serumski albumin

K — konstanta ravnoteze reakcije vezanja
VF — varfarin

/S — ukupna konstanta stabilnosti kompleksa

o — standardna devijacija
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8. SAZETAK

Cilj ovog rada bio je odrediti konstante ravnoteze reakcija vezanja dipiridamola i varfarina na
humani serumski albumin (HSA). Dobro poznavanje vezanja lijekova za proteine krvne plazme,
posebice za HSA koji je medu njima najzastupljeniji, od velike je vaZnosti za predvidanje
farmakokinetiCkih svojstava lijekova koji se za njega vezu. S obzirom na to da je samo nevezani
udio lijeka farmakoloski aktivan, u¢inak lijeka uvelike ovisi 0 Svojstvima vezanja pa stoga
kompeticija za vezna mjesta na proteinu moze biti uzrok interakcija medu lijekovima. Metoda
koristena u ovom radu za prouCavanje afiniteta vezanja lijekova za HSA naziva se polarizacija
fluorescencije. Zasniva se na svojstvu malih fluorescentnih molekula, medu koje spada
dipiridamol, da u slobodnom obliku rotiraju velikom brzinom i zahvaljuju¢i tome smanjuju
polarizaciju fluorescencije. Prilikom vezanja u kompleks s velikom molekulom, u ovom slu¢aju
HSA, brzina rotacije se znacajno smanjuje Sto dovodi do vece polarizacije fluorescencije.
Dodatkom varfarina koji s dipiridamolom ulazi u kompeticiju za vezno mjesto dipiridamol se iz
kompleksa oslobada u otopinu gdje ponovno rotira velikom brzinom i smanjuje polarizaciju
fluorescencije. Mjereci polarizaciju fluorescencije bilo je moguce kvantificirati udio vezanog
dipiridamola 1 izracunati konstante ravnoteZe reakcija dipiridamola i1 varfarina za HSA na temelju
mjerenja dobivenim prvo titracijom otopine dipiridamola otopinom HSA, a zatim otopine HSA i
dipiridamola otopinom varfarina. Izracun je izveden u programu SPECFIT i razmotrena su dva
modela vezanja. Pokazalo se da model s dva vezna mjesta za dipiridamol na HSA bolje opisuje
eksperimentalne podatke te da je polarizacija fluorescencije pogodna metoda za proucavanje

afiniteta vezanja lijekova za HSA.
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SUMMARY

The main goal of this work was to determine the binding equilibrium constants of dipyridamole
and warfarin to human serum albumin (HSA). A good understanding of blood plasma protein's
drug binding properties, especially of HSA's which is the most abundant among them, is of great
importance for the prediction of the pharmacokinetic properties of drugs bound by it. Since only
the free fraction of the drug can be pharmacologically active, the drug's effect is greatly dependent
on its binding properties and because of that the drug's competition for the protein's binding sites
can be a cause of drug interactions. The method used in this work to study HSA's drug binding is
called fluorescence polarization. It is based upon the property of small fluorescent molecules, such
as dipyridamole, to rotate at great speed when unbound and because of that to reduce fluorescence
polarization. By binding to a larger molecule, in this case HSA, dipyridamole's rotation speed is
greatly reduced, and fluorescence polarization is increased. With the addition of warfarin,
dipyridamole's binding site competitor, dipyridamole is released from HSA allowing it to rotate at
great speed once again and reduce fluorescence polarization. By measuring fluorescence
polarization, it was possible to quantify the bound fraction of dipyridamole and to calculate the
binding equilibrium constants based on the measurements obtained first by a titration of a
dipyridamole solution with a HSA solution and then by a titration of both dipyridamole and HSA
solution with a warfarin solution. The calculations were performed in SPECFIT and two binding
models were considered. It was shown that the model in which HSA has two binding sites for
dipyridamole better describes the experimental data and that fluorescence polarization is a

convenient method for studying HSA's drug binding properties.
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