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1. UvOD
1.1. Transferin

Humani serumski transferin (siderofilin, sTf) glavni je transportni protein Zeljeza u
organizmu. Pripada u B1 globuline te je dio obitelji transferina, homolognih glikoproteina koji
vezu Zeljezo te time reguliraju razinu slobodnog Zeljeza u organizmu. U obitelji transferina
jos§ se nalaze i laktoferin (Lf), ovotransferin (oTf) te membranski vezani melanotransferin
(mTf) (Andrews i Schmidt, 2007; Lambert, 2012).

Primarno mjesto sinteze transferina su hepatociti, no moguca je sinteza i u drugim tkivima
poput mozga (oligodendriti), testisa (Sertolijeve stanice) i nekih tumora (stanice karcinoma
dojke i metastatskih melanoma). Tijelo odraslog ¢ovjeka sadrzi otprilike 14 g transferina, od
Cega je vise od pola u serumu, gdje mu je vrijeme poluzivota 8.8 dana. Osim u serumu,
transferin je pronaden i u amnionskoj i cerebrospinalnoj tekuéini, limfi, mlijeku, slini, suzama
i zuci. Cetvrti je najzastupljeniji protein plazme gdje se nalazi u koncentraciji od 2.5 g/L te
zauzima 4% od ukupnog proteinskog sastava. Glavna uloga transferina je transport Zeljeza od

mjesta apsorpcije u duodenumu do svih ostalih tkiva (Macedo i Sousa, 2008; Welch, 1992).

1.1.1. Struktura i polimorfizam transferina

Transferin je monomerni glikoprotein molekulske mase oko 79 600 Da. Sastoji se od
jednog polipeptidnog lanca od 679 aminokiselina i dva N-vezana oligosaharidna lanca, koji se
nalaze na asparaginskim ostacima (Asn432 i Asn630) C-domene (Ghanbari i sur., 2016;
Gruszewska i sur., 2016).

Polipeptidni lanac podijeljen je u dvije homologne domene, N-domenu (1 - 331 AK) i C-
domenu (339 - 679 AK), koje su odvojene kratkom peptidnom poveznicom. Svaka od tih
domena podijeljena je u dvije subdomene, N1(1 - 92 i 247 - 331 AK) i N2 (93 - 246 AK) te
C1 (339 - 425 AK) i C2 (426-527 AK), koje se sastoje od niza a-heliksa, koji ¢ine okosnicu
B-ploce (Ghanbari i sur., 2016; Nagae i sur., 2014). Subdomene su povezane tako da Cine
zglob, Sto im omogucuje mobilnost kod vezanja zZeljeza. Bilobalna tercijarna struktura
transferina ucvrSéena je s 19 disulfidnih veza te zasticena ugljikohidratnim lancima

(Gruszewska i sur., 2016).



Slika 1. Bilobalna struktura transferina s vezanim Zeljezom (crne sfere) na obje domene
(www.chemtube3d.com).

Za transferin je karakteristicna pojava mikroheterogenije, $to znaci da se transferin
odlikuje ve¢im brojem izoformi, koje su posljedica varijacija u glikozilaciji N-vezanih
olihosaharidnih lanaca. N-vezani glikanski lanci razlikuju se u stupnju grananja te mogu
tvoriti mono-, bi-, tri- i tetra-antenarne strukture, koje zavr$avaju negativno nabijenom
sijalinskom kiselinom. Serumski transferin se najée$¢e pojavjuje u glikoformi s dvije
biantenarne strukture. Ovisno o broju sijalinskih zavrSetaka na ugljikohidratnom lancu,
razlikujemo devet izoformi transferina, od asijalotransferina do oktasijalotransferina, od kojih
svaka pokazuje razliCitu izoelektricnu tocku, pl. U zdravih ljudi dominantna forma je
tetrasijalotransferin (64 - 80%) s izoelektriénom tockom pl = 5.4 (Coddeville i sur., 1998;
Gruszewska i sur., 2016). Kod nekih urodenih bolesti, poput kongenitalnog poremecaja
glikozilacije (CDG) te kod hepatocelularnog karcinoma ili kroni¢ne konzumacije alkohola,
Cesto dolazi do nedostatne glikozilacije lanaca ili ¢ak do potpunog izostanka N-glikana.
Neefektivna glikozilacija dovodi do reduciranja ukupnog broja sijalinskih ostataka te
posljedicno smanjenja ukupnog negativnog naboja i porasta izoelektricne tocke. Gubitkom
jednog sijalinskog ostatka dolazi do porasta izoelektricne tocke za 0.1 pH jedinicu. Pojava
takvih struktura sa smanjenom glikozilacijom detektira se izoelektricnim fokusiranjem,
kromatografijom ionske izmjene te masenom spektrometrijom (Nagae i sur., 2014; Van
Campenhout, 2004).
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Slika 2. Shematski prikaz najc¢es¢ih glikoformi transferina. Najc¢esce prisutna forma u zdravih
ljudi je biantenarna struktura s Cetiri sijalinska zavrSetka, tetrasijalotransferin (Goreta i sur.,
2012).

1.1.2. Karakteristike veznog mjesta i vezanje Zeljeza

Transferin sadrzi po jedno vezno mjesto za Zeljezo na svakoj domeni (N- i C-vezno
mjesto). lako je primarna struktura N- i C-domene homologna priblizno 40%, izmedu domena
postoji jasna razlika u stabilnosti te kinetici vezanja i otpustanja Zeljeza (Chung, 1984).
Subdomene se medusobno postavljene tako da ograduju pukotinu gdje se nalaze mjesta za
vezanje zeljeza. Sa straZnje strane svake pukotine nalaze se dvije antiparalelne B ploce, koje
sadrze zglobno mjesto gdje se povezuju dvije subdomene, §to omogucuje priblizavanje i
odmicanje subdomena tj. zatvaranje i otvaranje pukotine. Pukotina u koju se veze Zeljezo je
hidrofilna, sadrzi puno polarnih ostataka aminokiselina 1 10-20 molekula vode, §to ju ¢ini
prikladnom za vezanje ionskog zeljeza (Baker i sur., 2003).

Zeljezo sadrzi Sest koordinatnih mjesta, za Cetiri mjesta ligandi su visoko konzervirane
aminokiseline s transferinskog polipeptidnog lanca, a na peto i Sesto koordinatno mjesto veze
se sinergisti¢ki anion — karbonat (CO3%). Cetiri proteinska liganda su karboksilatni kisik, dva
fenolatna kisika i imidazolni dusik s postrani¢nih lanaca aminokiselina: Asp63, Tyr95, Tyr
188 i His249 s N-subdomene te Asp392, Tyr426, Tyr517 i His585 s C-domene. Distorzirana
oktaedralna koordinacija Zeljeza upotpunjena je karbonatom, koji kao bidentatni ligand
koordinira Zeljezo svojim atomima Kkisika, a on sam je fiksiran na transferin preko dvije
vodikove veze s argininskim ostacima (Arg124 iz N-domene i Arg456 iz C-domene), jednom
vodikovom vezom s alaninskim ostacima (Alal26 / Ala458) te jednom vezom sa serinom

(Ser125) iz N-domene, tj. tirozinom i glicinom (Tyr517, Gly459) iz C-domene (Baker i sur.,
3



2003; Ghanbari i sur., 2016; Harris, 2012; Steere i sur., 2012). U otvorenoj konformaciji apo-
transferina, proteinski ligandi su u direktnom kontaktu s medijem, a prilikom koordiniranja
7eljeza dolazi do ,zatvaranja®“ konformacije i Zeljezo se nalazi 10 A ispod povriine
transferina. Neto naboj proteinskih liganada iznosi -3, §to odgovara naboju Fe**, dok je naboj
s karbonata kompenziran pozitivno nabijenim postrani¢nim lancima arginina (Baker i sur.,
2003). Karbonat kao sinergistic¢ki anion ne samo da sudjeluje u koordiniranju zeljeza, nego i u
neutralizaciji pozitivnog naboja unutar veznog mjesta, ¢ime ga Cini pristupacnijim za vezanje

zeljeza (Ghanbari i sur., 2016).

e — carbonate binding
b) T B~ pocket

carbonate binding
pocket

% O
aspartyl ﬁ/\[//
5 SREmpT T >

' 4

y O
é,
tyrosyl§
| OH OH

S—

!

\

#
"

H

histidyl histidyl [ ; tyrosyl

Slika 3. Shematski prikaz veznog mjesta zeljeza u transferinu s odgovaraju¢im proteinskim
ligandima (a). Vezanje sinergistickog karbonata vodikovim vezama (zeleno) te vezanje
liganada na 6 koordinativnih mjesta Zeljeza (b) (www.open.edu).

Prilikom ispitivanja vezanja Zeljeza, dodatkom otopine Zeljezova (III) perklorata i
bikarbonata u pH-neutralnu otopinu apo-transferina, zapazena su Cetiri kineticka procesa,
detektirana fluorescencijskom emisijom u podrucju od 300 do 400 nm s ekcitacijskom valnom
duljinom od 280 nm. Prvi proces pripisan je prijenosu Fe** s kelatora (NTA) na C-vezno
mjesto transferina povezanog s karbonatom. Potom dolazi do gubitka jednog protona s
proteina te se Zeljezo koordinacijski veZe na fenolatni kisik jednog od dvaju raspoloZzivih
tirozina. U drugom koraku smjesta dolazi do konformacijske promjene, otpustanja drugog
protona te povezivanja zeljeza s drugim tirozinskim fenolatom. Tijekom tog procesa dolazi do
veée konformacijske promjene u C-domeni, dvije subdomene se priblize i po€inju zatvarati
pukotinu oko Zzeljeza. Takva konformacijska promjena C-domene okida konformacijsku
promjenu u N-domeni, §to rezultira vrlo brzim vezanjem Zeljeza i na N-domenu. Cetvrti
proces obuhvaca zavrsnu konformacijsku promjenu, tijekom koje holo-transferin (Fe,-Tf)

ulazi u stanje ravnoteze. Protein prelazi iz otvorene konformacije apo-transferina u zatvorenu



konformaciju holo-transferina te veze Zeljezo afinitetom 10 M™ na C-domeni i 10° M™ na
N-domeni. Vezanje na C-domenu prethodi vezanju na N-domenu iz razloga $to je u
fizioloskom mediju 30% C-domene u ve¢ postojecoj interakciji s karbonatnim anionom, koji
se u serumu nalazi u koncentraciji od 20-25 mM, $to nije slu¢aj kod N-domene (El Hage
Chahine i sur., 2012).

1.1.3. Otpustanje Zeljeza

Na otpustanje zeljeza utjece velik broj faktora kao Sto su prisutnost receptora
transferina (TFR) ili kelatora, pH, prisutnost soli te kooperativnost izmedu domena. Kineti¢ke
studije su pokazale kako se Zeljezo iz Fe,-Tf u 96% slucajeva brze otpusta s N-domene, a
zatim sporije s C-domene, u prisutnosti kelatora EDTA i bez prisutnosti TFR. Takoder, bez
prisutnosti TFR do izrazaja dolazi kooperativnost medu domenama. Tocnije, otpustanje s N-
domene je osjetljivo na C-domenu, dok C-domena ne ovisi 0 N-domeni. U slucaju kada je
Fe,-Tf vezan na TFR, situacija je obrnuta, u 65% slucajeva se zeljezo najprije otpusta s C-
domene (Eckenroth i sur., 2011).

Iako je vezno mjesto za Zeljezo podjednako u obje domene, one ipak nisu kemijski
ekvivalentne te se odlikuju razli¢itim mehanizmom otpustanja Zeljeza. Razlog tome je u
aminokiselinskim ostacima koji ne koordiniraju zeljezo direktno, ve¢ su vodikovim vezama
povezani s aminkoiselinskim ligandima (tzv. ,,second-shell* ostaci). U N-domeni tu ulogu vrsi
,»dilizinski okidac¢* koji se sastoji od Lys296 u N1-subdomeni i Lys206 u N2-subdomeni te se
nalazi nasuprot udubine u koju se veze Zzeljezo. Kada je apo-transferin u otvorenoj
konformaciji, lizinski ostaci udaljeni su 9 A. Postrani¢ni lanci lizina su usmjereni jedan prema
drugom te su povezani vodikovom vezom kada je holo-transferin (ili monoferi¢ni Fen-Tf) u
zatvorenoj konformaciji te su tada udaljeni 3.4 A . U C-domeni dilizinski okida¢ zamjenjuje
trijada ostataka — Lys534 iz C2, Arg632 i Asp634 iz Cl-subdomene. Bez prisutnosti TFR,
otpustanje zeljeza s N-domene ovisi o protonaciji dilizinskog okidaca (Lys206 i Lys296).
Lizinski ostaci tvore vodikove veze u neutralnom pH, no ¢im se nadu u niskom pH, dolazi do
brzog pucanja tih veza i otpustanja zeljeza. Otpustanje Zeljeza s C-domene je izuzetno sporo i
neosjetljivo na N-domenu. Takvo ponasanje pripisuje se "trijadi ostataka" koja ogranicava
brzinu otpustanja.

Prisutnost soli takoder utjeCe na otpuStanje Zeljeza s proteina, StoviSe, da bi doSlo do
otpustanja, nuzno je vezanje nesinergistickog aniona, npr. CI', na posebno mjesto proteina u

zatvorenoj konformaciji. Pozitivho nabijeni ,,second-shell aminokiselinski ostaci (lizin,
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arginin, histidin) koji sudjeluju u vezanju soli ¢ine tzv. KISAB (kineti¢ki znacajno vezanje
aniona) mjesto u svakoj domeni. Pri niskom pH medija (pH = 5.6) prisutnost aniona vezanih
na KISAB ubrzava otpustanje zeljeza s N-domene, dok u neutralnom pH (pH = 7.4) ubrzava
otpustanje zeljeza sa C-domene. Takoder se pretpostavlja da nakon otpusStanja zeljeza anioni
igraju ulogu u stabiliziranju otvorene konformacije proteina (moguca interakcija sa sulfatnim
veznim mjestima u N-domeni) (Baker i sur., 2003; Byrne i sur., 2010; Eckenroth i sur., 2011,
Nagae i sur., 2014; Steere i sur., 2012).

1.1.4. Receptor transferina (TFR) i otpustanje Zeljeza in vivo

Specifi¢ni transferinski receptor, TFR, je homodimerni transmembranski glikoprotein
tipa Il koji veze po dvije molekule transferina. Sastoji se od kratkog intracelularnog N-
terminusa (1 - 67 AK), transmembranske regije (68 - 88 AK), okosnice, (89 - 120 AK) koja
dvjema disulfidnim vezama povezuje monomere te na koju se nastavlja velika ektodomena
(121 - 760 AK) koja veze transferin.

Pri neutralnom pH, TFR preferencijalno veze Fe,-Tf, dok se monomerne specije (Fec-Tf i
Fen-Tf) vezu podjednakim afinitetom. S druge strane, pri kiselom pH, preferirano se veze
apo-transferin (Eckenroth i sur., 2011; Macedo i Sousa, 2008).

Transferin se za receptor veze preko N-domene (N1 i N2-subdomena sudjeluju u
interakciji) te preko Cl-subdomene. Vezanjem na receptor dolazi do konformacijske
promjene na samom mjestu vezanja i na mjestu spajanja dimera. Receptorom posredovanom
endocitozom kompleks ulazi u stanicu, ¢emu prethodi stvaranje klatrinskih vezikula. U
endosomu, gdje je vrijednost pH oko 5.6 uslijed djelovanja ATP-pumpi, dolazi do dodatnih
konformacijskih promjena u strukturi kompleksa te posljedino otpustanja Zeljeza s
transferin-TFR kompleksa na jo§ neidentificiran kelator. S obzirom da pri niskom pH
endosoma TFR preferira vezanje apo-transferina, transferin ostaje vezan na receptor nakon
otpustanja zeljeza, sve do izlaska iz stanice, §Sto omogucuje cirkuliranje transferina. Transferin
se oslobada u plazmi, gdje ponovno moze vezati zeljezo i krenuti u novi ciklus. Pretpostavlja
se da jedna molekula transferina prode oko 100 ciklusa, od kojih svaki traje oko 2 minute
(Eckenroth i sur., 2011; Zhao i Enns, 2012).

Otpustanje zeljeza iz Fe,-Tf-TFR kompleksa posljedica je dva razli¢ita mehanizma.
Prvi je protonacija i vezanje His349 iz C-domene na TFR, a drugi je konformacijska promjena
N2-subdomene i aktivacija dilizinskog okidaca (Nagae i sur., 2014).



Kada je holo-transferin vezan na svoj receptor, brzina otpustanja S C-domene je 7 do
11 puta brza nego u odsutnosti receptora, $to u tom slucaju omoguéuje His349. Naime,
hidrofobna regija receptora (Trp641 i Phe760) koja stupa u interakciju s His349, stimulira
otpustanje Fe i stabilizira novonastali apo-Tf-TFR kompleks. Kod vezanja transferina na
receptor, dolazi do pomaka a-heliksa C-domene, His349 se tada smjeSta izmedu dva
monomera TFR i C1-subdomene Tf te stvara slabe hidrofobne veze s TFR (Phe760 i Asp757).
Pri niskom pH endosoma (pH = 5.6) dolazi do protoniranja histidina te do jacCanja w-
interakcije s Phe760 i veze s Asp757, §to dovodi do konformacijske promjene kompleksa i
same C-domene Tf te posljedicno do brzeg otpusStanja zeljeza. S druge strane, otpuStanje
zeljeza s N-domene je u slucaju prisutnosti receptora sporije. Naime, N1-subdomena preko
Arg50 ¢ini ,,salt-bridge” s Glu664 iz TFR, a N2-subdomena je s TFR povezana s dvije grupe
ostataka, 139-145 AK i 154-167 AK, koje se visokim afinitetom vezu na TFR. Time se
ogranic¢ava pristup aniona KISAB mjestu, otezava se otvaranje udubljenja sa zeljezom i time
se za 6 do 15 puta smanji brzina otpustanja Zeljeza. Do otpustanja zeljeza konacno dolazi
nakon pH inducirane konformacijske promjene TFR i posljedi¢éno odmicanja N2-subdomene
(Eckenroth i sur., 2011; Luck i Mason, 2013).

1.1.5. Uloge transferina u organizmu

Uz ve¢ opisanu ulogu transporta Zeljeza, transferin pokazuje i antimikrobnu i
citoprotktivnu aktivnost te ima ulogu u rastu i diferencijaciji stanica. Poznato je da visoke
koncentracije slobodnog Zeljeza u krvi mogu rezultirati ucestalim pojavama bakterijskih
infekcija. Bakterije do Zeljeza dolaze preko siderofora, aktivnim preuzimanjem hema ili
vezanjem holo-transferina na TFR-sli¢ne receptore na bakterijskim stanicama. Infekcije se
povezuju s patoloskim stanjima kod kojih je prisutna veca koli¢ina slobodnog zeljeza, poput
hereditarnih i sekundarnih hemokromatoza, zatajenja jetre, kardiovaskularnih operacija,
preranog rodenja i hematoloskih malignih bolesti. Iz toga se razloga danas u terapiji takvih
infekcija ispituje koriStenje apo-transferina, ne samo kao prigodnog kelatora slobodnog
zeljeza, ve¢ mu je dokazana i uloga u reduciranju adhezije gram-pozitivnih i gram-negativnih
bakterija na organizam.

Izmedu ostalog, prepoznata je uloga transferina u modulaciji stani¢nog rasta i
diferencijaciji te mu se pripisuje miotropna, embrio-morfogena, proliferativna, mitogena,
neurotropna i angiogena aktivnost, neovisno o vezanju zeljeza. Takoder, pripisuje mu se i

autokrina i parakrina uloga. Parakrina se uloga transferina ispoljava kod nekih tumorskih



linija, poput proliferacije melanomskih metastaza mozga koju promovira transferin
sintetiziranim u mozdanim stanicama. Stani¢ni odgovor na transferin kao faktor rasta, ovisan
je o stupnju diferencijacije stanice. Tako npr. izlaganje slabije diferenciranih humanih stanica
tumora kolona transferinu dovodi do poveéanog vezanja epidermalnog faktora rasta (EGF) na
povrsinu tumorskih stanica, dok je kod stanica u viSem stupnju diferencijacije ucinak
suprotan, dolazi do smanjenog vezanja EGF.

Antiapoptoti¢ka uloga transferina uoc¢ena je kod tumorskih stanica ovarija. Ovaj efekt
pripisuje se holo-transferinu jer se temelji na dostavi slobodnog Zeljeza u pre-apoptoticke
stanice s visokom aktivnoscu feritina 1 niskom razinom Zeljeza, gdje povecanje koncentracije
slobodnog Zeljeza ima moguénost zaustavljanja daljnjeg napredovanja apoptoze (Gomme i

sur., 2005).

1.1.6. Mogu¢énosti klinicke primjene transferina

Atransferinemija i hipotransferinemija
Jedna od bolesti koju je moguce lijeciti infuzijom apo-transferina je atransferinemija.
Atransferinemija je rijetka autosomno recesivna bolest okarakterizirana anemijom,
hemokromatozom, smanjenim rastom i poveéanim rizikom od infekcija. Intravenozna
primjena Cistog apo-transferina svaka tri do Cetiri mjeseca tijekom sedam godina, dovela je do
smanjenja koncentracije slobodnog Zeljeza i povlacenja nuspojava kod dvoje pacijenata s
hipotransferinemijom (Hayashi i sur., 1993).
Ishemija uzrokovana ozljedom

Potencijalna terapijska primjena apo-transferina pokazana je i kod ishemije uzrokovane
stresom (zatajenjem bubrega, transplantacijom organa, mozdanim udarom, kardiovaskularnim
bolestima itd.), stanjem koje promovira oksidacijski stres te u konacnici upalu, apoptozu i
nekrozu tkiva. S obzirom da redoks-aktivno slobodno zeljezo katalizira nastajanje slobodnih
radikala kisika, visoka razina slobodnog zeljeza doprinosi nastajanju oksidativnog stresa kod
ishemije. Kod miSeva s renalnom ishemijskom reperfuzijom je dokazano da primjena apo-
transferina smanjuje razinu slobodnog Zeljeza, inhibira neutrofilnu kemotaksiju i1 aktivaciju
komplementa te smanjuje gubitak renalne funkcije, dok je kod ljudi dokazano da primjena
drugog kelatora Zeljeza, desferoksamina, djeluje protektivno na ishemiju. Stovise, iz istog je
istrazivanja zaklju¢eno kako bi se terapija apo-transferinom mogla koristiti i kod akutnog
zatajenja bubrega te kod transplantacije organa, gdje oksidativni stres takoder predstavlja rizik
(De Vries i sur., 2004).



Transplantacija kostane srzi | antimikrobna aktivnost
Kod transplantacije kostane srzi, uslijed visokih razina slobodnog zeljeza takoder ¢esto dolazi
i do infekcija oportunistickim patogenom Staphylococcusom epidermidisom, $to se moze
lijeciti intravenoznom infuzijom apo-transferina (Bonsdorff i sur., 2003).

Radioterapija
Apliciranje injekcija apo-transferina prije davanja radioterapije takoder pokazuje pozitivne
rezultate. S obzirom da se radioterapijom smanjuje razina transferina, posljedi¢no dolazi do
velike koncentracije redoks-aktivnog Zeljeza u krvi te do razvijanja oksidativnog stresa. No,
pozitivan ucinak transferina ne temelji se samo na reduciranju razine slobodnog zeljeza, vec
se pretpostavlja da takoder djeluje protektivno i na stanice kostane srzi, modulirajuci aktivnost
citokina.

Tumori
Potencijalna primjena transferina u lije¢enju tumora temelji se na stimuliranju citotoksi¢nosti i
proliferacije prirodnih stanica ubojica (NK) limfokinom-aktiviranih stanica ubojica (LAK), u
kombinaciji s inzulinu slicnom faktoru rasta-1 (IGF-1) te interleukinom-2 (Gomme i sur.,
2005).

Kardiovaskularne bolesti
Pacijenti s visokom razinom zasi¢enosti transferina (>55%) u kombinaciji s poviSenom
razinom lipoproteina niske gustoe (LDL) pokazuju izrazito visok rizik od razvijanja
kardiovaskularnih bolesti. Terapija apo-transferinom i nekim lijekom za sniZenje razine LDL-
a potencijalno bi mogla smanjiti oksidaciju LDL-a kataliziranu redoks-aktivnim Zeljezom, te
smanjiti rizik od nastanka kardiovaskularnih komplikacija (Wells i sur., 2004).

Dijabetes i kardiovaskularne bolesti
S obzirom da je transferin negativan protein akutne faze (smanjuje mu se koncentracija u
organizmu kod upala), njegova je razina u dijabetesu niska. Takoder, zbog poviSene razine
glukoze u dijabetesu, dolazi do povecane glikozilacije transferina $to utjeCe na njegovu
moguénost vezanja Zeljeza (Gomme i sur., 2005). Niska razina transferina (< 2 g L™) kod
dijabeticara i glikoziliranje aminokiselinskih ostataka na transferinu pozitivno utjecu na pro-
oksidativni efekt zeljeza, $to dovodi do povecane lipidne peroksidacije i rizika od nastanka
kardiovaskularnih bolesti. Ovdje se kao rjeSenje ponovno predlaze intravenozna primjena
apo-transferina (Campenhout i sur., 2003).

Ciljana dostava lijekova
Uzevsi u obzir da je u cirkulaciji samo 30% transferina zasi¢eno Zeljezom, postoji potencijal

vezanja ostalih metalnih iona koji ulaze u organizam. Transferin veze jos najmanje 30 drugih
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metala, no smanjenim afinitetom u usporedbi sa Zeljezom. To se svojstvo moze iskoristiti za

ciljanu dostavu nekih dijagnosti¢kih radioizotopa, poput °’Ga** i In**

I terapeutski
znaGajnih metalnih iona, npr. Bi** (lijeGenje sifilisa, hipertenzije, infekcija i nekih koznih
oboljenja) i Ti** (antitumorska aktivnost). Stani¢ne mete za dostavu takvih kombiniranih
lijekova su one koje imaju pojacanu ekspresiju receptora transferina (TFR), kao Sto su
tumorske stanice. Ciljana dostava lijekova putem Tf-TFR nije ograni¢ena samo na prijenos
metalnih iona, ve¢ su moguéi i konjugati s proteinima, genima ili lijekovima (Qian i sur.,
2002). U terapiji malignih mozdanih tumora uspjeSsnom se pokazala primjena tioeterskog
konjugata transferina i mutanta difterijskog toksina, koji zbog slabe selektivnosti i nuspojava

pokazanih u tre¢oj fazi klinickih istrazivanja jo$ uvijek nije dobio odobrenje za komercijalnu

primjenu (Zhou i sur., 2017).
1.2. Zeljezo

Zeljezo je Getvrti najzastupljeniji element u zemljinoj kori te, kao prijelazni metal, ima
neizmjerno korisna koordinativna i redoks svojstva. Stoga ne ¢udi $to je esencijalan element
za skoro sva ziva bica, kojima sluzi kao kofaktor za brojne proteine Sirokog raspona funkcija.
Medutim, zbog svojih redoks svojstava predstavlja i ogroman problem za bioloske sustave.
Prijenosom jednog elektrona izmedu Fe" i Fe"", dolazi do stvaranja toksi¢nih i destruktivnih
kisikovih radikala. Takoder, u aerobnim organizmima termodinamicki preferirana forma je
Fe**, §to dovodi do problema solubilizacije jer se pri pH = 7 Fe®* nalazi u obliku tesko
topljivih hidroksida. Iz tih razloga Zivi organizmi su razvili sofisticirane molekulske sustave
poput transferina za solubilizaciju, prihvacanje, transport i otpustanje zeljeza. Transferin veze
zeljezo ¢vrsto, ali reverzibilno te omogucuje Zeljezu da bude topljivo u fizioloSkim uvjetima i
odrzava ga u redoks-inertnom stanju, ¢ime onemogucuje stvaranje toksi¢nih slobodnih
radikala (Baker et al., 2003).

Tijelo odraslog ¢ovjeka sadrzi otprilike 3 - 5 g Zeljeza, od Cega je vise od 2 grama
inkorporirano u hemoglobin. Oko 600 mg se nalazi u makrofagima retikuloendotelnog
sustava, 1000 mg pohranjeno u jetri tj. feritinu, 300 mg u mioglobinu te je 8 mg konstitutivno
prisutno u svim ostalim proteinima i enzimima koji sadrze Zeljezo. Zeljezo vezano na
transferin ¢ini svega 0.1% ukupnog Zeljeza (oko 3 mg), no transferin je kineticki najaktivnije

spremiste zeljeza (Gkouvatsos et al., 2012).
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1.2.1 Cirkuliranje Zeljeza u organizmu

Zeljezo se iz probavnog sustava apsorbira u duodenumu i gornjem djelu jejunuma.
Dnevno se apsorbira oko 1 - 2 mg, ¢ime se nadomjesta zeljezo izgubljeno znojem, ljuStenjem
epitela ili krvarenjem. Homeostaza zeljeza regulirana je prvenstveno kontrolom apsorpcije, s
obzirom da ne postoji fizioloski put izlucivanja viska Zeljeza. Kako bi dospjelo u sistemsku
cirkulaciju, Zeljezo iz hrane prvo mora pro¢i kroz apikalnu i bazolateralnu membranu
enterocita. To omogucuje Zzeluana kiselina, koja promovira keliranje Zeljeza aminima,
aminokiselinama i Se¢erima do topljivih kompleksa (Gkouvatsos et al., 2012).

Zeljezo iz hrane mozZe biti hemsko i ne-hemsko. Ne-hemsko, ionizirano Zeljezo ne
prolazi slobodno kroz lipidnu membranu zbog svoje veli¢ine i naboja. S luminalne strane
apikalne membrane nalaze se dva proteina koja posreduju apsorpciju ne-hemskog Zeljeza.
Feri-reduktaza, Dcytb, najprije reducira Fe** u Fe*, koji se zatim internalizira u stanice
mukoze pomocu transportera divalentnih metala (DMT1). Na bazolateralnoj membrani nalazi
se transporter feroportin, koji prenosi Fe** u krvotok, dok se simultano dogada reoksidacija u
Fe**, pomocu hepaestina, oksidaze homologne ceruloplazminu. Tako oksidirano Zeljezo se
zatim veze na transferin.

Hemsko Zeljezo Zivotinjskog porijekla puno je dostupnije za apsorpciju od
anorganskog zeljeza. Apsorpcija hemskog zeljeza se najvjerojatnije odvija preko posebnog
nosaca hema (HCP1), koji se nalazi na apikalnoj membrani crijevne mukoze. Hem se zatim
moze eksportirati preko bazolateralne membrane u krvotok pomoéu FLVCR hemskog
transportera ili se djelovanjem hem-oksidaze (HO), oslobada Fe®* iz hema, koje zatim prelazi
bazolateralnu membranu pomocu feroportina (Cairo et al., 2006).

S obzirom da se dnevno apsorbira svega 1 - 2 mg, glavni izvor zeljeza za transferin su
retikuloendotelni makrofagi. Makrofagi fagocitiraju eritrocite u jetri, slezeni 1 koStanoj srzi,
degradiraju hemoglobin i kataboliziraju hem, ¢ime se oslobada Fe®*. Fe?* se iz makrofaga
eksportira pomocu transmembranskog transportera feroportina (FPN1), dok se simultano
dogada oksidacija Zeljeza u Fe** pomocu ceruloplazmina. Tako oslobodeno trivalentno

Zeljezo se zatim veze na transferin (Gkouvatsos et al., 2012).

1.2.2. Zeljezo i bolesti

Primarna (hereditarna) hemokromatoza
Nasljedna hemokromatoza je jedan od najc¢eScih autosomno-recesivnih poremecaja kod

bijelaca, posebice u Sjevernoj Europi. Uzrok hemokromatoze su mutacije u genima Koji
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kodiraju proteine uklju¢ene u apsorpciju ili regulaciju apsorpcije Zeljeza iz hrane. Do sada su
otkrivena Cetiri gena ¢ije mutacije dovode do istog fenotipa, a najcesca je mutacija HFE gena.
Postoje 4 tipa hemokromatoza: klasi¢na, juvenilna, TFR-2-deficijentna te feroportin-
deficijentna. Bolest se odlikuje nakupljanjem Zeljeza u stanicama jetre, guSteraCe, srca i
drugih organa, gdje oStecuje strukturu i ometa normalnu funkciju tih organa. Takvo stanje
dovodi to razvijanja ciroze ili raka jetre, bolesti srca te dijabetesa. Terapija hemokromatoza
zasniva se na uklanjaju suviska akumuliranog zeljeza flebotomijom ili keliranjem
deferoksaminom (Cairo i sur., 2006).

Sekundarna hemokromatoza
Uzroci sekundarne hemokromatoze mogu biti razli¢iti, od urodenih (talasemija, nedostatak
piruvat kinaze, nasljedna sferocitoza, sideroblasti¢éna anemija) do steenih (razliite anemije
koje iziskuju transfuzije krvi), a zajedni¢ka im je nedostatna eritropoeza i pretjerana
intestinalna apsorpcija Zeljeza, Sto u konacnici dovodi do nakupljanja Zeljeza u tkivima.
Terapija sekundarne hemokromatoze ukljucuje keliranje zeljeza desferoksaminom i
deferipronom (Beutler i sur., 2003; Cairo i sur., 2006)

Akutno otrovanje zeljezom
Najcesce se dogada kod djece. Kod ingestije od 20 mg elementarnog Zeljeza po kilogramu
tjelesne mase, dolazi do gastrotoksi¢nosti, dok kod apsorpcije od 60 mg po kilogramu tjelesne
mase dolazi do razvijanja sistemske toksi¢nosti. Sistemska toksi¢nost nastupa kada se premasi
sposobnost transferina da veZe slobodno Zeljezo u cirkulaciji, §to dovodi do nastanka
slobodnih radikala, koji zatim napadaju mitohondrije, blokiraju oksidativnu fosforilaciju,
izazivaju lipidnu peroksidaciju te ostecuju bubrege i jetru. Takoder, slobodno Zeljezo ostecuje
krvne Zile 1 dovodi do vazodilatacije, povecane vaskularne permeabilnosti, hipotenzije i
metaboli¢ke acidoze (Beutler i sur., 2003; Cairo i sur., 2006).

Anemija uzrokovana manjkom Zeljeza
Nedostatak Zeljeza je jedan od najceS¢ih hematoloSkih 1 dijetalnih poremecaja na svijetu.
Cesce pogada djecu u razvitku te Zene u reproduktivnoj dobi, tijekom trudnoée i za vrijeme
menstruacije jer je u tim stanjima potreba za Zeljezom poveéana. Sto se ti¢e patoloskih uzroka
gubitka zeljeza, na prvom mjestu je sSmanjena apsorpcija ili krvarenje iz gastrointestinalnog
sustava te hemoragije kao posljedica traume. U kona¢nici, nedostatan unos ili apsorpcija
zeljeza te gubitak krvi, mogu dovesti do razvitka hipokromne mikrocitne anemije. Kod
terapije se preferira oralna primjena preparata zeljeza pred parenteralnom, koja se daje tek u
tezim slucajevima (Beutler i sur., 2003).

Anemija kronicne bolesti
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Anemija kroni¢ne bolesti najces¢a je kod hospitaliziranih bolesnika kod kojih dolazi do
neproporcionalnog iskori$tavanja Zeljeza u odnosu na apsorpciju i pohranu. Uzrok je
citokinima posredovana blokada prijenosa zeljeza od mjesta pohrane do eritroidnih prekursora
u kostanoj srzi. Tijekom infekcija i upale dolazi do pojaCanog optusStanja citokina,
interleukina-6, koji povecava sintezu i otpusStanje proteina akutne faze, hepcidina. Hepcidin se
zatim veze na feroportin, uzrokuje internalizaciju i degradaciju feroportina (najvaznijeg
eksportera zeljeza na stanicama), ¢ime se zeljezo zadrzava u stanicama duodenuma,
makrofaga te hepatocitama. Posljedi¢no je niska koncentracija ukupnog Zeljeza u Krvi i niska
je zasi¢enost transferina. Takvo je stanje pozitivho kod infekcija jer se smanjuje koli¢ina
slobodnog Zeljeza potencijalno dostupnog patogenima, no smanjuje se i stupanj eritropoeze te
se razvija normokromna i normocitna anemija. Terapija anemije kroni¢ne bolesti se bazira na
lije¢enju kroniéne bolesti i upale koja je dovela do takvog stanja (Beutler i sur., 2003; Cairo i
sur., 2006).
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2. OBRAZLOZENIJE TEME

Ispitivanje svojstava transferina kao sredisnje molekule u transportu zeljeza traje veé
nekoliko desetljeca, no ispitivanje glikanskog dijela molekule tek je u uzletu. Posljednjih
nekoliko godina traje ubrzan razvoj glikobiologije, $to je dovelo do vaznosti prepoznavanja
utjecaja Secera na funkciju glikoproteina. S obzirom da glikani Cesto zauzimaju vec¢i dio
strukture glikoproteina i da se nalaze s vanjske strane, tj. u kontaktu su s okolinom,
pretpostavlja se da promjene u glikanima mogu dovesti do promjena u interakciji proteina s
ligandima. Konkretno na primjeru transferina, pitanje je dovodi li promjena u sastavu Secera
ili pak potpuni gubitak glikanskog dijela strukture do promjena u vezanju i otpustanju Zeljeza
ili vezanju transferina na receptor na povrsini stanica. Poznato je da kod pacijenata s npr.
dijabetesom dolazi do povecane glikozilacije transferina. Kod nekih karcinoma dolazi do
pojava karakteristicnih glikoformi, dok kod nekih infekcija dolazi do djelomic¢nog ili ¢ak
potpunog gubitka glikanske strukture. Iz tog razloga nuzno je utvrditi utjecaj takvih promjena
na fizioloski odnos transferina i zeljeza.

Ovim radom se htjelo ustvrditi postoji li razlika u otpustanju zeljeza s transferina i
asijalo-transferina. Asijalo-transferin je glikoforma serumskog transferina kojoj su skinute
terminalne sijalinske skupine pomoc¢u enzima nuraminidaze. Mjerene su konstante kemijske
ravnoteze prilikom otpustanja zeljeza s C-kraja transferina i asijalo-transferina u prisutnosti
kompetitivnog kelatora EDTA. Konstante kemijske ravnoteze dobivene su racunski, a metoda

mjerenja bila je UV-Vis spektrofotometrija.
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3. MATERUALI | METODE

3.1. Materijali

3.1.1. KoriStene tvari

U eksperimentu su koristenje sljedece tvari:

PIPES (piperazin-N,N’-bis(2-etansulfonska kiselina)) - Amresco, M=378.6

KCI (kalijev klorid) - Alkaloid, M=74.56

dvostruko destilirana voda

Nativni humani apo-transferin - Sigma-Aldrich, >97%, M=42000

FeClO, (Zeljezov perklorat) - Sigma-Aldrich, M=354.19

otopina HCIO4, c=1M

NTA (trinatrijeva sol nitrilotrioctene kiseline; N,N-bis(karboksimetil)glicin) - Sigma-
Aldrich, M=257.1

NaHCOg (natrijev hidrogenkarbonat) - Kemika, M=84.01

Na,EDTA (dinatrijeva sol etilendiamintetraoctene kiseline) - Amresco, M=372.24
NaOAc (natrij acetat) - Kemika, M=136.08

CacCl; (kalcijev klorid) - Lach-Ner, M=110.99

NaCl (natrijev klorid) - Gram-Mol, M=58.44

Neuraminidaza (GlycoCleave® Neuraminidase Kit) - GALAB Technologies GmbH

3.1.2. Priprema otopina

Otopina pufera pripremljena je otapanjem odgovarajuc¢ih masa PIPES-a (0.1 M) i KCI-
a (0.5 M) u dvostruko destiliranoj vodi, a pH je podesen na 7.4 pomocu pH-metra i 5
M HCI.

0.1 M otopina Zeljezova (III) perklorata dobivena je otapanjem odgovarajuée mase
Fe(ClO4)3 u 1 M HCIO,.

0.002 M otopina nitrilotriacetata dobivena je otapanjem odgovaraju¢e mase NTA u
puferu.

U dobivenu otopinu NTA polako i uz konstantno mijesanje, kako ne bi doslo do
nezeljenog taloZenja Zeljezova hidroksida, dokapavan je 1 mL prethodno pripremljene
otopine zeljezova (III) perklorata te je dobivena 0.001 M otopina Fe(NTA),. Tako
pripremljena otopina Zeljezova dinitrilotriacetata koriStena je kasnije za dobivanje

holo-transferina.

15



5. 0.01 M otopina natrijeva hidrogenkarbonata pripremljena je otapanjem odgovarajuce
mase NaHCOj3 u puferu.

6. 0.1 M otopina EDTA pripremljena je otapanjem odgovaraju¢e mase Na,EDTA u
prethodno dobivenom puferu. Zatim je pripremljena 0.01 M otopina EDTA
razrjedivanjem odgovaraju¢eg volumena 0.1 M otopine EDTA.

7. Pufer 1 za desijalinizaciju dobiven je otapanjem odgovaraju¢e mase NaOAc i CaCl, u
dvostruko destiliranoj vodi. Konacna otopina sadrzavala je 0.05 M natrijev acetat i
0.001 M Kalcijev klorid, a pH je podeSen na 5.5.

8. Pufer 2 za desijalinizaciju dobiven je otapanjem od odgovaraju¢ih masa NaOAc,
CaCl;, i NaCl u dvostruko destiliranoj vodi. Kona¢na otopina sastojala se od 0.05 M
natrijeva acetata, 0.009 M Kkalcijeva klorida i 0.154 M natrijeva klorida, a pH je
podesen na 5.5.

9. Desijalinizacija apo-transferina: 0.33 M otopina apo-transferina u PIPES/KCI puferu
(pH = 7.4) dijalizira se preko noci s prethodno pripremljenim puferom 1 (pH = 5.5).
Kada je dijaliza zavrSena u otopinu se dodaje neuraminidaza i smjesa se inkubira
preko no¢i na 37°C. Nakon inkubacije, smjesa se profiltrira i ispire s puferom 1 te se
odvaja neuraminidaza od asijalo-transferina, koji se zatim dijalizira u puferu 1. 100
mg tako dobivenog asijalo-transferina se ponovno dijalizira u puferu 1, ali ovaj put uz
dodatak 0.1 M otopine EDTA. Sljedeca dijaliza je u puferu PIPES (pH = 7.4).

Priprema uzoraka holo-transferina:
Nativni humani apo-transferin je najprije otopljen u destiliranoj vodi, a zatim ispran puferom
u Amicon Ultra centrifugalnom filteru (10000 MWCQO). Mati¢na otopina holo-transferina
(Fe,"'-Tf) pripremljena je dodatkom otopine Zeljezovog dinitrilotriacetata u suvisku u otopinu
koja je sadrzavala 0.5 mM apo-Tf i 5 mM natrijeva hidrogenkarbonata. Smjesa je ostavljena
preko noci te je zatim isprana dva puta s puferom u Amicon Ultra filteru. Niz radnih otopina
pripremljen je pipetiranjem odredenih volumena pufera i otopina EDTA te 10 uL mati¢ne
otopine holo-transferina, tako da je u svakoj radnoj otopini pocetna koncentracija holo-
transferina bila 0.05 mM. Otopine su ostavljene preko noci kako bi se uspostavila ravnoteza.

Priprema uzoraka asijalo-holo-transferina:

Mati¢na otopina i radne otopine asijalo-holo-transferina (Fe, "-Tf-sia) pripremljene su na

jednak nacin kao za uzorke holo-transferina.
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3.1.3. KoriSteni instrumenti:

e Zavaganje je koriStena Sartorius LA 310 S analiticka vaga s to¢no$¢u odvage 0,1 mg.

e Za odredivanje pH otopina koriSten je Mettler toledo MP 220 pH-metar uz kalibraciju
standardnim otopinama pH =4 ipH =7.

e Za fino usitnjavanje PIPES-a kod otapanja koriSten je Ultrasonic Cleaner, Sper
Scientific.

e Otopine su pripremane u Eppendorf cjev¢icama.

e ZamijeSanje otopina koriSten je Cole-Parmer Vortex Mixer.

e Kivete koristene kod mjerenja apsorbancije bile su Hellma QS, 1 =1 cm.

e Mijerenja su obavljena na Varian Cary 50 Bio UV-Vis spektrofotometru.

e Za filtriranje otopina koriSten je Amicon Ultra centrifugalni filter.

e Zadesijalinizaciju je koriSten rotator cjevc¢ica u inkubatoru na 37°C.

e Zaobradu podataka koriSteno je PC racunalo i softver Microsoft Excel.

3.2. Metode
3.2.1. Spektrofotometrija u UV-Vis podrudju

UV-Vis spektrofotometrija jedna je od spektroskopskih opti¢kih metoda kemijske
analize. Tehnike opticke spektrofotometrije obuhvacaju mjerenja u ultraljubi¢astom,
vidljivom i infracrvenom dijelu elektromagnetskog spektra. UV-Vis spektrofotometrija se jos
naziva i molekulska apsorpcijska spektrofotometrija jer se temelji na mjerenju koli¢ine
apsorbirane svjetlosti u UV (190-380 nm) i vidljivom (380-800 nm) podru¢ju. Tijekom
apsorbiranja elektromagnetskog zracenja tj. odgovarajueg kvanta energije (4v) dolazi do
prijelaza elektrona iz osnovnog stanja (Eo) u jednu od vibracijskih i rotacijskih razina
pobudenog elektronskog energijskog stanja (E) | ta se promjena biljezi u spektru
(Tomljanovi¢, 2000):

E=Ey+ hv.

Na apsorpciju u UV-Vis podrucju utjecu valna duljina svjetlosti te struktura molekule. Valna
duljina pri kojoj molekula apsorbira svjetlost ovisi o jakosti kojom su vezani njezini elektroni
u dijelu molekule odgovornom za apsorpciju. Vecina apsorpcije organskih molekula rezultat

je prisutnosti m veza, a takve nezasi¢ene organske funkcionalne skupine nazivaju se
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kromoforima. Na kromofore su vezani auksokromi, funkcionalne skupine s jednim ili vise
nesparenih elektrona, koji utje€u na polozaj apsorpcijskih maksimuma i intenzitet apsorpcije.

UV-Vis spektrofotometrija najces¢e se primjenjuje za kvalitativna ispitivanja potvrde
identiteta i ispitivanja oneciS¢enja organskih i anorganskih tvari i lijekova te kvantitativna
ispitivanja poput odredivanja sadrzaja. Takoder se koristi i kao rutinska metoda za
odredivanje fizikalno - kemijskih svojstava lijekova (odredivanje topljivosti, koeficijenta
raspodjele, ispitivanje stabilnosti, odredivanje pKa vrijednosti te oslobadanja lijeka iz
formulacije). Prednosti ove metode su jednostavnost, prihvatljiva cijena, robusnost i
preciznost kod kvantitativnog odredivanja. Ograni¢enja metode su nedovoljna selektivnost

koja ovisi 0 kromoforu te neprimjenjivost u analizi smjesa (Nigovi¢ 2016).

Elektromagnetsko zracenje je kombinacija naizmjeni¢nog elektricnog i magnetskog
polja koja putuju kroz prostor u obliku vala. S obzirom na svojstva vala, elektromagnetsko se

zratenje moze objasniti pomocu valne duljine (A) i frekvencije (v):

v=E

T

gdje ¢ predstavlja brzinu svjetlosti u vakuumu, a iznosi 3x10® ms™. U UV-Vis spektroskopiji,
valna duljina obi¢no je izrazena u nanometrima, dok je frekvencija izrazena u s™. Iz gornje je
jednadZbe vidljivo da ultraljubicasto svjetlo nize valne duljine ima vecu frekvenciju i energiju
od vidljivog svjetla. Energija elektromagnetskog zracenja jednaka je umnosku frekvencije i
Planckove konstante (h = 6.626 x 104 J s):

E = hv.
Prilikom apsorpcije svjetlosti dolazi do porasta ukupne energije molekula (ili atoma). Ukupna
potencijalna energija molekule (Ewtar) prikazuje se kao zbroj elektronske (Ee), vibracijske
(Eviv) i rotacijske energije (Erop):

Etotal = Eel + Evip + Erot
Eer > Evib > Erot

Energija pohranjena u tim stanjima nije kontinuirana, ve¢ se nalazi u obliku diskretnih
energetskih stanja. Kada molekula apsorbira svjetlost, dolazi do porasta elektronske,
vibracijske 1/ili rotacijske energije za koliinu energije apsorbiranog fotona, tijekom Cega
dolazi do prijelaza izmedu diskretnih energetskih razina. S obzirom da su ultraljubicasto i
vidljivo zraCenje vecih frekvencija od npr. infracrvenog zracenja, sadrze dovoljno energije za

elektronske prijelaze koji odgovaraju apsorpcijskim maksimumima. Takoder dolazi i do
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mnogih prijelaza unutar vibracijskih i rotacijskih energetskih stanja, no ona se preklapaju te
uzrokuju Sirenje pikova u spektru (Owen, 1996).

Prolaskom monokromatskog svjetla kroz homogeni opticki medij rasprSenje svjetlosti je
zanemarivo te je apsorpcija zracenja glavni uzrok smanjenja njegova intenziteta. Omjer

intenziteta propustenog (1) i ulaznog (lp) zracenja naziva se transmitancija (T):

1
T =—.
Ig

Beer — Lambertov zakon objasnjava kako je intenzitet prolaznog zracenja ovisi o intenzitetu
ulaznog zracenja, koncentraciji apsorbirajuce tvari (C) te putu koji svjetlost prode od izvora do
mjesta apsorpcije (1):

I =1,x 107,
Veli¢ina € zove se molarni apsorpcijski koeficijent i karakteristi¢an je za svaku tvar, a ovisi o
frekvenciji upadnog zracenja.
Kako bi pojednostavili gornju jednadzbu, uveden je pojam apsorbancije (A), koji se definira

kao negativni logaritam transmitancije, odnosno logaritam omjera ulaznog i propustenog

zracenja:
A=-logT,
odnosno:
Iy
A=log—.
0g 7

Apsorbancija tvari proporcionalna je koncentraciji tvari i duljini puta svjetlosti:
A = ecl.
Iz toga proizlazi da je mjerenjem apsorbancije moguce odrediti koncentraciju apsorbirajuce

tvari, koja ima poznat molarni apsorpcijski koeficijent (Atkins i De Paula, 2005).

Pracenje interakcije transferina i Zeljeza
Apo-transferin je bezbojan protein koji pokazuje intenzivnu ultraljubicastu apsorpciju s
maksimumom apsorpcije na 278 nm i molarnom apsorptivnoséu 93,000 M cm™, dok je
holo-transferin crvenkasto obojan i ima dodatni maksimum apsorpcije na 465 nm. Interakcija
transferina 1 Zeljeza moZe se jo$ pratiti 1 mjerenjem intrinzi¢ne fluorescencije triptofana u
vidljivom djelu spektra. Osam triptofanskih ostataka transferina, 5 iz C-domene i 3 iz N-
domene, utjecu na pojavu fluorescencijskog signala. Vezanjem Zeljeza na transferin gasi se
intrinzi¢na fluorescencija triptofanskih ostataka u obje domene. Ovdje je nuzno spomenuti
pojam LMCT (ligand - metal charge transfer), koji opisuje prijenos energije dobivene
vanjskim elektromagnetnim zrac¢enjem s liganada (tirozinskih ostataka transferina) na zeljezo,
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preko apsorpcijske vrpce na 470 nm. Vezanjem Zeljeza na transferin dolazi do remecenja m-n*
tranzicijske energije tirozinskih ostataka, Sto rezultira porastom apsorpcije zracenja u UV
podrucju i prikrivanjem intrinzi¢ne fluorescencije triptofana (James i Mason, 2008; Ross i
sur., 1995). Koncentracija transferina koja daje linearnu ovisnost apsorbancije je u podrucju

od 5x107 - 1x10% ug (Hage i Cazes, 2005).

3.2.2. Kemijska ravnoteza

Kako bismo razumjeli eksperiment, nuzno je najprije definirati pojam kemijske
ravnoteze. Vecina kemijskih reakcija je reverzibilna, $to zna¢i da se uz polaznu reakciju,
tijekom koje iz reaktanata nastaju produkti, istovremeno zbiva i povratna, tj. nastali produkti
ponovno daju reaktante. Ukupna reakcija opcenito se prikazuje jednadzbom:

aA+ bB < cC+dD.

To znaéi da iz a molekula reaktanta A i b molekula reaktanta B nastaje ¢ molekula reaktanta
C i d molekula reaktanta D, dok u povratnoj reakciji iz ¢ molekula tvari C i d molekula tvari
D nastaje a molekula tvari A i b molekula tvari B.
U pocetku reakcije, kada se u sustavu nalaze samo reaktanti A i B, odvija se samo polazna
reakcija te nastaju produkti C i D. S vremenom se koncentracija reaktanata smanjuje te se
smanjuje i brzina polazne reakcije (v1), dok brzina povratne reakcije (v,) raste jer se povecava
koncentracija produkata.

vy = ky[A]°[B]°,

v, = k,[C]°[D]%

U trenu kada se te dvije brzine izjednace, sustav ulazi u stanje dinamicke ravnoteze te viSe ne
dolazi do neto prijenosa tvari, tj. iz reaktanata A i B nastaje jednaka koli¢ina molekula
produkata C i D, koliko povratnom reakcijom iz produkata nastaje molekula reaktanata A i B.
KaZemo da se produkti i reaktanti tada nalaze u stanju kemijske ravnoteZe.

v = V,.

U stanju kemijske ravnotezZe vrijedi:
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Vrijednosti k; i K, oznacuju konstante brzine reakcije karakteristiéne za pojedinu reakciju na
odredenoj temperaturi. Buduéi da je omjer dviju konstanti (ki/ky) takoder konstanta, gornji se
izraz jo§ piSe kao:
_ [c)°[)?
- [Al°[B]*’

gdje K predstavlja konstantu kemijske ravnoteze. Ovaj izraz poznat je jo§ kao zakon o
djelovanju masa ili zakon kemijske ravnoteze, odnosno Guldberg — Waageov zakon. Broj¢ana
vrijednost konstante kemijske ravnoteze opisuje smjer odvijanja kemijske reakcije, odnosno
hoce li nakon uspostavljanja ravnoteze u smjesi prevladavati reaktanti ili produkti. Neovisna
je o mehanizmu reakcije i apsolutnim koncentracijama tvari uklju¢enih u reakciju, ali ovisi 0
prirodi reagirajucih tvari, temperaturi i tlaku. Mjerna jedinica konstante ovisi o broju
molekula koje sudjeluju u reakciji, a ako je ona izraZena u jedinicama mol dm™, tada red
veli¢ine konstante iznosi od oko 10™° do 10*°. Kada je brojcana vrijednost K >10° zna¢i da su
favorizirani produkti reakcije, ako je izmedu 10 i 10° ukazuje da su u ravnoteZi u smjesi
reaktanti i produkti prisutni u podjednakim koli¢inama, a ako je K<10 znagi da u ravnotezi
prevladavaju reaktanti.

Osim zakona o djelovanju masa nuzno je jo§ spomenuti i Le Chatelierovo nacelo ili zakon
akcije i reakcije koji kaze da ravnotezno stanje ostaje nepromijenjeno ukoliko se ne mijenjaju
uvjeti pri kojima je ta ravnoteZa uspostavljena (temperatura, tlak i koncentracija). Promjenom
jednog od ta tri uvjeta dolazi do pomaka ravnoteze u smjeru kojim se ta promjena neutralizira.
Drugim rije¢ima, ako se promijene vanjski uvjeti uravnotezenog sustava, ravnoteza se pomice

u smjeru ponovnog uspostavljanja primarnih uvjeta (Filipovi¢ i Lipanovi¢, 1995).

3.2.3. Mjerenje i ra¢un

Otpustanja Zeljeza s transferina i asijalo-transferina u ovom radu praceno je mjerenjem
promjene apsorbancije holo-transferina (¢ = 0.05 mM) u vidljivom dijelu spektra (450 nm)
nakon dodatka rastu¢ih koncentracija EDTA u nizu od 20 radnih otopina (Cmax = 6 MM za
nativni transferin, odnosno 10 mM za desijalinizirani transferin). Nakon uspostavljanja
ravnoteze na 25°C nakon 24h za nativni transferin, odnosno 48 h za, praceno je smanjenje
apsorbancije u odnosu na pocetne otopine holo-transferina, bez dodane EDTA. Kao slijepa
proba koriStena je otopina pufera.

Za uklanjanje zeljeza iz kompleksa s transferinom koriStena je etilendiamin tetraoctena

kiselina (EDTA) kao kompetitivni ionski ligand koji reagira sa zeljezom u omjeru 1:1.
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N—CH,—CH—N,
HOOC—CH, CH,—COOH

Slika 4. Struktura EDTA.

EDTA (L) je heksaprotonska kiselina i u otopini egzistira u vise razli¢itih ionskih oblika, a

stupanj deprotonacije je ovisan o pH otopine (Smith i Martell, 1989):

HgL2* S HsL* +H*, pKi=0 1)
HsL* 3 H,L+H*, pK;=15 (2)
H,L S H, - + H, pKs=2 3

Hyl~ & HyI2~ + H* , DKy =2.69 4)

H,L%~ SHI* +HY, pKs=6.13 )
HI S 1%+ HY,  pKe =10.19. (6)

Ukupna koncentracija EDTA (L) prikazuje se kao suma svih slobodnih ionskih oblika
prisutnih u otopini:
[Lltotar = [L*7] + [HL3T] + [HoL?7] + [HsL7] + [HeL] + [HsL™] + [HeL?*]. ()

Koncentracija liganda raspolozivog za kompleksaciju metala opisuje se veli¢inom o, koja
ovisi o koncentraciji HsO" iona (pH) te o konstantama disocijacije sukcesivnih koraka
deprotonacije:

H+ H+ 2 H+ 3 H+ 4 H+ 5 H+ 6
o, = 1Jr[ ]+[ ] N [H*] N [H™] N [H*] N [H*] ®
K¢  KeKs KeKsKy KeKsKyKs  KeKsKyK3K,  KeKsK4K3K>Ky

Kod pH = 7.4 na 25°C, jednadzba (8) moze se pojednostaviti:

(HY] [P [HP
=1 . 9
R T KoK T KoKoKs ®)

EDTA sa zeljezom moze tvoriti tri kompleksa s pripadaju¢im kumulativnim konstantama

stabilnosti pojedinog kompleksa (Smith i Martell, 1989):
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Fe3t + L% g Fel~, logBii0 =251 (10)

Fe3* + HIL3~ fé%FeHL, log By, = 1.3 (11)
Fe3* +L* + H,0 ’flé%Fe(OH)HL, log f11-1 = 7.37. (12)

Ukupna koncentracija kompleksa Zeljeza s EDTA ([Fe-EDTA]wta), prikazuje se kao suma
svih egzistiraju¢ih oblika:

[Fe — EDTA)¢ota1 = [FeL]r = [FeL™] + [FeHL] + [Fe(OH)HL]. (13)

Vrijednost age. za monokompleks Zeljeza i EDTA (jednadzba (10)) izracuna se iz pH i
poznatih B vrijednosti:

Qpey, = 1+ [H* + 14
Fel [ ]ﬁlll [H+]ﬁ11—1 ( )
Kondicionalna konstanta nastanka kompleksa [FeL] potom se moze izraziti kao:
OFel
Brer = B110 * ae (15)

L

Koncentracije slobodnog liganda i monokompleksa Zeljeza i EDTA u radnim otopinama
dobivene su iz izraza:

L
[L] = lLr (16)
ag
FeL
[Fel] = [FeLlr (17)
QAFelL
Dodatkom EDTA u otopinu holo-transferina dolazi do sljedece reakcije:
holo —Tf + L~ ©apo—Tf + FelL™. (18)

Tocne koncentracije holo-transferina u radnim otopinama dobivene su iz poznatog molarnog
apsorpcijskog koeficijenta (e4s0 = 2170 M™ cm™) i izmjerenih apsorbancija na 450 nm, dok su
koncentracije nastalog apo-transferina dobivene kao razlika pocetne koncentracije holo-

transferina i koncentracije holo-transferina u pojedinoj otopini:

[apo — Tf] = [holo — Tf], — [holo — Tf] (19)
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[holo —Tf] = %. (20)

Koncentracija slobodne EDTA nakon postizanja ravnoteze odgovara odgovara razlici pocetne
koncentracije EDTA i koncentracije nastalog apo-transferina:

[L]r = [EDTA], — [apo —Tf] (21)

Konacna jednadzba za izraCunavanje koncentracije slobodnog zeljeza glasila je:

(Fe] = a [FeL]l; 1

* . 22
[Llr  Qper  BreL (22)

Slobodno zeljezo koje ulazi u kompleks s EDTA ekvivalentno je koncentraciji zeljeza koje se
otpusta s transferina te je taj podatak iskoriSten za izraCunavanje konstanti ravnoteze vezanja
zeljeza za transferin, Keg:

Ke
Fe+apo—-Tf & holo — Tf (23)
1  [holo —Tf]

: (24)

Kerr = el * Tapo — 71
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4. REZULTATI | RASPRAVA

Tablica 1. Prikaz ovisnosti izmjerene apsorbancije na 450 nm o koncentracijama EDTA
dodanih u uzorke 0.05 mM holo-transferina.

Uzorak | EDTA/M | Asso

1 0 0,041159
2 0,00005 0,030840
3 0,00010 0,036682
4 0,00015 0,030971
5 0,00020 0,034520
6 0,00025 0,031425
7 0,00030 0,028242
8 0,00040 0,026019
9 0,00050 0,027477
10 0,00060 0,026168
11 0,00080 0,024920
12 0,00100 0,024245
13 0,00125 0,021532
14 0,00150 0,020867
15 0,00175 0,021330
16 0,00200 0,013981
17 0,00300 0,017308
18 0,00400 0,010633
19 0,00500 0,003346
20 0,00600 0
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Tablica 2. Prikaz ovisnosti izmjerene apsorbancije na 450 nm o koncentracijama EDTA

dodanih u uzorke 0.05 mM asijalo-holo-transferina.

Uzorak | EDTA/ M | Asso (48h)
1 0,00030 | 0,084520
2 0,00040 | 0,081129
3 0,00050 | 0,078602
4 0,00060 | 0,078577
5 0,00080 | 0,070551
6 0,00100 | 0,063864
7 0,00120 | 0,059874
8 0,00140 | 0,054217
9 0,00160 | 0,050035
10 0,00180 | 0,043212
11 0,00200 | 0,041131
12 0,00250 | 0,030475
13 0,00300 | 0,016667
14 0,00350 | 0,017125
15 0,00400 | 0,011883
16 0,00500 | 0,011767
17 0,00800 | 0,011406
18 0,01000 | 0,009852
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Ovisnost A5, 0 koncentraciji EDTA
(nativni holo-transferin)
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Slika 5. Graficki prikaz ovisnosti izmjerenih apsorbancija holo-transferina na 450 nm o
koncentraciji dodane EDTA nakon 24h.

Ovisnost A5, 0 koncentraciji EDTA
(asijalo-holo-transferin)
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Slika 6. Graficki prikaz ovisnosti izmjerenih apsorbancija asijalo-holo-transferina na 450 nm
o0 koncentraciji dodane EDTA nakon 48h.

Apsorbancija holo-transferina i asijalo-holo-transferina smanjuje se pove¢anjem koncentracije
EDTA, sto implicira da u oba slucaja dolazi do izvlacenja zeljeza iz kompleksa s transferinom
u kompleks s EDTA (jednadzba (18)). Usporedbom dva dobivena grafa, ukazuje da je pad
apsorbancije holo-transferina koji odgovara otpustanju zeljeza brzi kod asijalo-transferina.
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Tablica 3. Prikaz to¢nih koncentracija holo-transferina i apo-transferina te njihov omjer u
uzorcima, izracunati iz izmjerenih apsorbancija prema jednadzbama (19) i (20).

Uzorak | ¢ (holo-transferin)/ M | ¢ (apo-transferin)/ M | holo/apo

1 1,93234E-05 0 -

2 1,4479E-05 4,84438E-06 2,988831174
3 1,72214E-05 2,10202E-06 8,192769929
4 1,45405E-05 4,78292E-06 3,040086011
5 1,62065E-05 3,11686E-06 5,199636343
6 1,47536E-05 4,56985E-06 3,228458133
7 1,3259E-05 6,06437E-06 2,18638108
8 1,22157E-05 7,10772E-06 1,718651409
9 1,28998E-05 6,42363E-06 2,008176269
10 1,22855E-05 7,03794E-06 1,74560643
11 1,16994E-05 7,62402E-06 1,534542367
12 1,13827E-05 7,94074E-06 1,433450058
13 1,0109E-05 9,21441E-06 1,097085693
14 9,79656E-06 9,52684E-06 1,028311372
15 1,00141E-05 9,30933E-06 1,075703412
16 6,56387E-06 1,27595E-05 0,514428231
17 8,12567E-06 1,11977E-05 0,725653413
18 4,99219E-06 1,43312E-05 0,348343436
19 1,57082E-06 1,77526E-05 0,08848381
20 0 1,93234E-05 0
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Tablica 4. Prikaz to¢nih koncentracija asijalo-holo-transferina i asijalo-apo-transferina te
njihov omjer u uzorcima, izraCunati iz izmjerenih apsorbancija prema jednadzbama (19) i

(20).

Uzorak | ¢ (asijalo-holo-transferin)/ M | ¢ (asijalo-apo-transferin)/ M | holo/apo

1 3,89492E-05 1,19738E-05 3,252877218
2 3,73867E-05 1,35363E-05 2,761961613
3 3,62223E-05 1,47007E-05 2,463985306
4 3,62107E-05 1,47123E-05 2,461258573
5 3,25119E-05 1,84111E-05 1,765882965
6 2,94306E-05 2,14925E-05 1,369342446
7 2,75916E-05 2,33314E-05 1,182596203
8 2,49846E-05 2,59385E-05 0,963224744
9 2,30578E-05 2,78653E-05 0,827473871
10 1,99135E-05 3,10095E-05 0,642175115
11 1,89544E-05 3,19686E-05 0,59290612
12 1,40438E-05 3,68792E-05 0,380805989
13 7,68057E-06 4,32425E-05 0,177616406
14 7,89167E-06 4,30314E-05 0,18339343
15 5,4761E-06 4,54469E-05 0,120494506
16 5,42249E-06 4,55005E-05 0,119174121
17 5,25632E-06 4,56667E-05 0,115101766
18 4,54012E-06 4,63829E-05 0,097883425
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Tablica 5. Prikaz koncentracija slobodne EDTA i koncentracija slobodnog Fe** te
odgovaraju¢ih konstanti vezanja Zeljeza za transferin Kefs, izracunatih prema jednadzbama

(1), (22) i (24).

Uzorak | EDTA/M | Fe*'/M K

1 0 - ]

2 4,51556E-05 | 8,40855E-22 | 3,55451E+21
3 9,7898E-05 | 1,6829E-22 | 4,86824E+22
4 0,000145217 | 2,58149E-22 | 1,17765E+22
5 0,000196883 | 1,24081E-22 | 4,19053E+22
6 0,00024543 | 1,45938E-22 | 2,21221E+22
7 0,000293936 | 1,61707E-22 | 1,35206E+22
8 0,000392892 | 1,41792E-22 | 1,21209E+22
9 0,000493576 | 1,02005E-22 | 1,96871E+22
10 0,000592962 | 9,3028E-23 | 1,87643E+22
11 0,000792376 | 7,54133E-23 | 2,03484E+22
12 0,000992059 | 6,27363E-23 | 2,28488E+22
13 0,001240786 | 5,82057E-23 | 1,88484E+22
14 0,001490473 | 5,00979E-23 | 2,0526E+22
15 0,001740691 | 4,19172E-23 | 2,56626E+22
16 0,00198724 | 5,03245E-23 | 1,02222E+22
17 0,002988802 | 2,93649E-23 | 2,47116E+22
18 0,003985669 | 2,81823E-23 | 1,23603E+22
19 0,004982247 | 2,79275E-23 | 3,16834E+21
20 0,005980677 | 2,53238E-23 | 0
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Tablica 6. Prikaz koncentracija slobodne EDTA i koncentracija slobodnog Fe** te

odgovaraju¢ih konstanti vezanja Zeljeza za asijalo-transferin K, izraCunatih prema
jednadzbama (21), (22) 1 (24).

Uzorak | EDTA/M | Fe*'/M K

1 0,000288026 | 3,25832E-22 | 9,98328E+21
2 0,000386464 | 2,74528E-22 | 1,00608E+22
3 0,000485299 | 2,37423E-22 | 1,0378E+22
4 0,000585288 | 1,97018E-22 | 1,24926E+22
5 0,000781589 | 1,84628E-22 | 9,56456E+21
6 0,000978508 | 1,72154E-22 | 7,95417E+21
7 0,001176669 | 1,55411E-22 | 7,60948E+21
8 0,001374062 | 1,47956E-22 | 6,5102E+21
9 0,001572135 | 1,38921E-22 | 5,95643E+21
10 0,001768991 | 1,37393E-22 | 4,67401E+21
11 0,001968031 | 1,27317E-22 | 4,65692E+21
12 0,002463121 | 1,17352E-22 | 3,24499E+21
13 0,002956758 | 1,14628E-22 | 1,54951E+21
14 0,003456969 | 9,75629E-23 | 1,87975E+21
15 0,003954553 | 9,00745E-23 | 1,33772E+21
16 0,004954499 | 7,198E-23 | 1,65566E+21
17 0,007954333 | 4,49978E-23 | 2,55794E+21
18 0,009953617 | 3,65235E-23 | 2,68001E+21
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Ovisnost K (Fe3* i C-transferin) o dodanoj EDTA
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Slika 7. Prikaz dobivenih konstanti ravnoteze izmedu Zzeljeza i C-kraja transferina u ovisnosti
0 koncentraciji EDTA dodanoj u radne otopine. Srednja vrijednost konstante vezanja Zeljeza
na transferin: K = 1.95 * 1022 4+ 1.20 = 1022 , odnosno log K = 22.29 + 0.62.

Ovisnost K (Fe3* i C-asijalo-transferin) o dodanoj EDTA
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Slika 8. Prikaz dobivenih konstanti ravnoteze izmedu Zzeljeza i C-kraja transferina u ovisnosti
0 dodanoj EDTA u radne otopine. Srednja vrijednost konstante vezanja Zeljeza na asijalo-
transferin: K = 5.82 x 1021 + 3.63 * 10%! , odnosno log K = 21.76 + 0.62.

Prosjecne vrijednosti dobivenih konstanata vezanja su za red veli¢ine manje kod asijalo-
transferina u odnosu na sijalinizirani transferin. Vece konstante vezanja ukazuju na jace

vezanje Zeljeza na transferin.
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5. ZAKLJUCCI

Provedenim mjerenjima dokazano je da promjena u glikozilaciji transferina dovodi do
promjene u konstanti vezanja zeljeza. IzraCunate konstante vezanja su za red veliCine vece
kod nativnog transferina (K = 1.95 % 10?2 4+ 1.20 * 1022), u odnosu na asijalo-transferin
(K =5.82%10% + 3.63 x10%1), §to znaci da se Zeljezo ¢vriée veze na nativnu formu
transferina.

Takoder, kod nizih koncentracija dodanog kompetitivnog kelatora EDTA dolazi do
pojave trenda prilikom otpustanja zeljeza s asijalo-transferina, Sto znaéi da pri nizim
koncentracijama EDTA niti nakon 48h nije dostignuta ravnoteza. Prema tome, moze se
zakljuciti da je otpuStanje Zeljeza iz kompleksa s asijalo-transferinom znacajno sporije u

usporedbi s nativnim transferinom (ravnoteza je postignuta za 24h).

S obzirom da u mnogim patoloskim stanjima dolazi do promjene u glikozilaciji
transferina, posljedi¢no dolazi i do promjena u vezanju i otpusStanju Zeljeza s transferina.
Takva promjena u ravnotezi i1 Kinetici otpustanja Zeljeza moze rezultirati poveéanom
koncentracijom slobodnog Zeljeza u krvi te uzrokovati dodatno pogorsanje stanja. Primjerice,
neki patogeni eksprimiraju neuraminidazu na svojoj povrsini, ¢ime mogu katalizirati cijepanje

sijalinskih kiselina s transferina i olaksati vlastiti pristup slobodnom Zeljezu.

Dobiveni rezultati ovog eksperimenta upucuju na potrebu za daljnjim istrazivanjem
utjecaja glikozilacije na funkciju transferina te ulogu glikoformi transferina u patoloSkim

stanjima.
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7. SAZETAK

U ovom radu proucavan je utjecaj promjene glikozilacije transferina na konstantu
vezanja Zeljeza. Svrha rada bila je dokazati utjecaj glikanskog dijela strukture transferina na
njegovu funkciju, tocnije, na ja¢inu vezanja zeljeza. Sva ispitivanja su se provodila u PIPES
puferu pri pH 7.4, na temperaturi 25°C, a kompleksiraju¢i kompetitivni agens bila je EDTA.
Koristena tehnika bila je spektroskopija u UV-Vis podrucju. 1z podataka o apsorbanciji na
450 nm i koncentraciji dodane EDTA, izraunate su najprije pripadajuc¢e koncentracije apo-
transferina i holo-transferina te koncentracija otpusStenog Zeljeza, a zatim i odgovarajuce
konstante ravnoteZe. Dobivene konstante ravnoteze vece su za red veli¢ine kod vezanja
zeljeza za nativni transferin u odnosu na asijalo-transferin. Takoder, kinetika otpusStanja

zeljeza s asijalo-transferina je promijenjena u odnosu na nativnu sijaliniziranu formu.
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SUMMARY

This work investigates the effect of change of transferrin glycosylation on the iron
binding constant. The purpose of this study was to demonstrate the influence of the glycan
part of the transferrin structure on its function, specifically on the iron binding strength. All
experiments were carried out by UV-Vis spectroscopy in PIPES buffer (pH = 7.4) at 25° C
and EDTA was used as a competitive chelator. Based on the absorbance data at 450 nm and
the concentration of the added EDTA, concentrations of apo-transferin, holo-transferin and
free iron were first obtained and then the corresponding equilibrium constants were
calculated. The obtained equilibrium constants are an order of magnitude higher for the iron
binding to the native transferrin, compared to asialo-transferrin. Additionally, the iron release

kinetics from asialo-transferrin has been altered relative to the native sialylated protein form.
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