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1. UvOD

Proteini plazme imaju klju¢nu ulogu u vezanju i transportu endogenih tvari i lijekova u
krvi. U raznim fizioloskim i patoloSkim stanjima dolazi do promjene njihove koncentracije i
glikozilacije, s posljedi¢énim u¢inkom na promjenu konstante vezanja izmedu proteina plazme
i liganda (endogena tvar ili lijek). Najzastupljeniji protein plazme je albumin s koncentracijom
do 50 g/L te se vecina egzogenih tvari u ljudskoj krvi prenosi vezanjem na albumin. Klju¢nu
ulogu u transportu bazi¢nih i neutralnih molekula ima al-kiseli glikoprotein (AGP) cija

koncentracija u krvi iznosi 1 g/L (Fournier i sur. 2000).

Samo slobodna, nevezana frakcija lijeka odgovorna je za terapijske ili toksi¢ne ucinke. S
ciljem efikasne i sigurne primjene lijeka u raznim fizioloskim i patoloskim stanjima od
presudne je vaznosti znati kako ¢e se mijenjati koncentracija slobodne frakcije lijeka u krvi
ovisno o promjenama koncentracije ili glikozilacije plazmatskih proteina. Poznavanje razlika
u konstantama vezanja izmedu proteina i liganada posebno je vazno za lijekove koji imaju
veliku konstantu vezanja te za one koji imaju usku terapijsku $irinu, odnosno vrlo malu
razliku izmedu terapijske i toksi¢ne koncentracije slobodnog lijeka u plazmi. Efekt promjene
konstante ravnoteze izmedu proteina i lijeka na slobodnu koncentraciju lijeka u plazmi puno
je veci za lijekove s velikom konstantom ravnoteze, koji su vezani na protein primjerice 99%
(samo 1% je slobodno u plazmi). Ako se uslijed promjene konstante ravnoteze samo 1%
lijeka vezanog na protein otpusti s proteina u plazmu, u plazmi ¢e do¢i do udvostrucenja
slobodne frakcije lijeka. Matematicki modeli koji bi na temelju raznih faktora mogli

nemaju zadovoljavajuéu preciznost (Kratochwil i sur. 2004).

Imajuc¢i navedeno na umu, ovaj rad imao je za cilj ispitati postoje li razlike u konstantama
vezanja izmedu odabranih lijekova i nativnog al-kiselog glikoproteina, odnosno njegove

desijalinizirane forme.



1.1. OPCENITO O al-KISELOM GLIKOPROTEINU

1.1.1. STRUKTURNE ZNACAJKE

Ispitivani al-kiseli glikoprotein spada u skupinu serumskih glikoproteina te ima

molekularnu masu od 41-43 kDa (Gornik i Lauc, 2008). Oko 45% ukupne mase ¢ini pet N-

vezanih glikana dok se proteinski dio sastoji od jednog lanca duzine 183 aminokiseline koji je

kodiran s tri razli¢ita gena. U proteinskom dijelu nalaze se i dva disulfidna mosta (Fournier i

sur., 2000). Na krajevima glikanskih lanaca nalaze se sijalinske kiseline zbog kojih je al-

kiseli glikoprotein negativno nabijen pri fizioloskom pH (Slika 1). Upravo zbog svojeg

negativnog naboja al-kiseli glikoprotein je pogodan supstrat za vezanje bazi¢nih i neutralnih

lipofilnih lijekova te steroidnih hormona u krvi. U literaturi se opisuje sedam veznih mjesta na

koje se lijekovi mogu vezati za al-kiseli glikoprotein, a ionske interakcije sa sijalinskom

kiselinom jedan su od moguc¢ih mehanizama vezanja. Zbog ionskih interakcija u vezanju

lijekova koje uzrokuje sijalinska kiselina vjeruje se da vezanje lijekova ovisi o glikozilaciji

proteina (Gornik i Lauc, 2008).
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Slika 1: Shematski prikaz strukture a;-kiselog glikoproteina (preuzeto iz Ferderbar, 2013)



1.1.2. FIZIOLOSKA ULOGA

al-kiseli glikoprotein je ukljucen u brojne bioloske procese, no u literaturi nisu svi
dokazani. U literaturi se sa sigurno$¢u navodi da ima imunomodulatorni u¢inak te da
sudjeluje u transportu lijekova i endogenih tvari. Imunomodulacijski u¢inak ovisi 0 stupnju,
odnosno uzorku glikozilacije. Sintetizira se u hepatocitima i otpusta u krv kao odgovor na
upalni proces u organizmu uslijed kojeg mu koncentracija naraste izmedu 2 i 4 puta (Gornik,
2007). 1z tog razloga se svrstava u proteine akutne faze (Theilgaard-Mdnch i sur., 2005).
Prema novijim istrazivanjima sinteza nije ograni¢ena samo na hepatocite ve¢ se dogada i u
mijelocitima nakon Cega se pohranjuje u sekundarnim granulama i otpusta iz aktiviranih
neutrofila kao odgovor na upalu te djeluje lokalno s imunomoduliraju¢im ucinkom
(Theilgaard-Monch i sur., 2005). Regulacija ekspresije gena koji kodiraju al-Kiseli
glikoprotein je pod utjecajem glukokortikoida i citokina. Najvazniji citokini uklju¢eni u
regulaciju gena su interleukin-1p (IL-1p), faktor nekroze tumora-o (TNF-a) i interleukin-6
(IL-6) (Fournier i sur., 2000) .

Kod brojnih fizioloskih i patofizioloskih stanja pokazano je da dolazi do promjene u
glikozilacijskom uzorku vezanih glikana (Gornik i Lauc, 2008). Kod imunomodulatornog
ucinka al-kiselog glikoproteina dokazano je da glavnu ulogu ima glikanski, a ne proteinski
dio molekule (Shiyan i Bovin, 1997). Pokusom je pokazano da je isti u¢inak kao i nativni
AGP imala umjetna molekula koja se sastojala od sintetiCkog matriksa i glikanskog dijela koji
je bio jednak kao i kod nativnog AGP-a (Hochepied i sur. 2003). Kod upalnih procesa kao $to
je primjerice reumatoidni artritis (Elliott i sur. 1995), kod raznih tumora i kod dijabetes
melitusa dolazi do porasta udjela biantenarnih glikanskih struktura vezanih na proteinsku
jezgru, do porasta fukozilacije i promjena u stupnju sijalinizacije (Higai i sur., 2005). Kod
trudnoée pak dolazi do porasta udjela tri i tetraantenskih glikanskih struktura i smanjene
fukozilacije (Higai i sur., 2005). Promjene koje se dogadaju na razini glikozilacije kod
patofizioloskih stanja potencijalno se mogu koristiti u svrhu prognoze ishoda bolesti.
Primjerice, lo8iji ishod kod tumorskih bolesnika se povezuje s prisutno$éu visoko
fukoziliranih tri- 1 tetraantenskih struktura (Hashimoto i sur., 2004). Drugi primjer
prognosticke uloge al-kiselog glikoproteina je kod pacijenata sa septickim Sokom. Kod
pacijenata koju su prezivjeli septicki Sok primijeceno je prolazno poveéanje biantenskih
glikana za razliku od pacijenata s fatalnim ishodom kod kojih nije doSlo do povecanja

biantenskih struktura (Brinkman van den Linden i sur., 1996).



1.2. ODABRANI LUEKOVI

Za mjerenje su odabrani lijekovi koji su razmjerno dobro topljivi u vodi (Budavari i sur.
1996) i imaju relativno visoke konstante vezanja za al-kiseli glikoprotein (lIsraili i Dayton,

2001) te je predvideno da bi efekt promjene konstante vezanja trebao biti najizrazeniji.

1.2.1. IMATINIB

Imatinib je lijek iz skupine citostatika koji inhibiraju protein-tirozin kinazu. Indiciran je
kod lije¢enja Philadelphija kromosom pozitivne (Ph") kroni¢ne mijeloi¢ne leukemije te je u
tretmanu te bolesti napravio znacCajan iskorak u prezivljenju i kvaliteti Zivota oboljelih u
posljednjih dvadesetak godina. Kod Ph* kroni¢ne mijeloi¢ne leukemije protein-tirozin kinaza
bcr-abl je neprestano aktivna i uzrokuje neprekidnu fosforilaciju unutarstani¢nih molekula.
Neprekidna fosforilacija onemogucava smrt stanica apoptozom te dolazi do razvoja tumorskih
stanica. Imatinib blokira spomenutu protein-tirozin kinazu bcr-abl i na taj nacin uzrokuje
apoptozu stanice. Selektivno djelovanje ovog lijeka na tumorske stanice posljedica je
ekspresije defektnog proteina bcr-abl samo na tumorskim stanicama (Fitos i sur. 2011).
Imatinib hidroklorid koji je koriSten u mjerenjima je dobro topljiv u vodi i ima poznatu

konstantu asocijacije (Ka) vezanja na al-kiseli glikoprotein od 1,7x10° (Fitos i sur. 2011).
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Slika 2: Imatinib



1.2.2. DIPIRIDAMOL

Dipiridamol spada u skupinu lijekova s antikoagulativnim djelovanjem. Mehanizam
djelovanja zasniva se na inhibiciji agregacije trombocita putem inhibicije enzima
fosfodiesteraza-3 (PDE3). Fosfodiesteraza-3 je odgovorna za degradaciju ciklickog AMP-a
(CAMP) u AMP. Inhibicijom fosfodiesteraze-3 povecava se koncentracija cAMP-a, a
posljedice poveéane koncentracije cAMP-a su inhibicija agregacije trombocita i vazodilatacija
(Katzung i sur. 2011). Dipiridamol hidroklorid koji je koristen za mjerenje je slabo topljiv u
vodi, ali je topljiv u razrijedenim kiselinama s pH manjim od 3,3 te u etanolu, kloroformu i
metanolu. Slabije je topljiv u acetonu, benzenu i etil acetatu (Budavari i sur. 1996) Konstanta
asocijacije (Ka) vezanja na al-kiseli glikoprotein je poznata i iznosi 8,0x10° (Israili i Dayton,
2001).

Slika 3: Dipiridamol



1.2.3. MORFIN

Morfin je najpoznatiji predstavnik iz skupine jakih analgetika koji djeluju putem opioidnih
receptora. Mehanizam njegovog djelovanja je agonisticko djelovanje na opioidne receptore,
ponajprije na pu podskupinu opioidnih receptora. Djeluje i na presinapticki i na postsinapticki
neuron. U presinaptickom neuronu putem aktivacije (L opioidnih receptora inhibira otvaranje
kalcijevih ionskih kanala te tako inhibira njegovu depolarizaciju i prijenos bolnog podraZaja.
Na postsinapti¢koj razini morfin takoder djeluje putem aktivacije p opioidnih receptora, a
rezultat toga je otvaranje kalijevih kanala na postsinaptiCkom neuronu i njegova
hiperpolarizacija koja takoder onemogucava prijenos bolnog podrazaja (Katzung i sur. 2011).
Topljivost morfin hidroklorida koji je koristen za mjerenja je 1 g u 17,5 mL vode (Budavari i
sur. 1996). Konstanta asocijacije (Ka) vezanja na al-kiseli glikoprotein iznosi 3,7x10° (Israili
i Dayton, 2001). Iako ima nesto slabiju konstantu asocijacije od ostalih odabranih lijekova,
morfin je odabran kao zamjena za metadon kojem literaturni podaci navode konstantu
asocijacije od 4,0x10° (Israili i Dayton, 2001).

Slika 4: Morfin



1.2.4. IMIPRAMIN

Imipramin je lijek iz skupine triciklickih antidepresiva. Do pojave selektivnih inhibitora
ponovne pohrane serotonina (SSRI) klini¢ki se primjenjivao kao prva linija lijeCenja u terapiji
depresije. Nakon dolaska selektivnih inhibitora ponovne pohrane serotonina na trziste,
uporaba imipramina u terapiji depresije se smanjila te su SSRI sada indicirani kao prva linija
lijeCenja zbog povoljnijeg profila nuspojava (Katzung i sur. 2011). Dobro je topljiv u vodi
(Budavari i sur. 1996), a konstanta asocijacije (Ka) vezanja na al-kiseli glikoprotein iznosi
2,4x10° (Israili i Dayton, 2001).

Slika 5: Imipramin



1.2.5. PROPRANOLOL

Propranolol se svrstava u skupinu antihipertenziva koji djeluju putem inhibicije -
adrenergickih receptora. Propranolol je bio prvi B-blokator na trzistu (Black i sur. 1964) te je
dio starije skupine B-blokatora koji pokazuju neselektivno djelovanje na B-adrenergicke
receptore, tj. djeluju i na B1 i na B2 podskupinu B-adrenergickih receptora. Noviji B-blokatori
djeluju selektivno na Bl podskupinu te zbog toga imaju manje nezeljenih nuspojava od
neselektivnih B-blokatora (Katzung i sur. 2011). Propranolol hidroklorid na kojem su radena
mjerenja je dobro topljiv (Budavari i sur. 1996), a konstanta asocijacije (Ka) vezanja na al-
kiseli glikoprotein iznosi 8,4x10°, dok neki radovi navode nesto manju konstantu asocijacije
od 1x10° (Israili i Dayton, 2001).

Slika 6: Propranolol



2. OBRAZLOZENJE TEME

Posljednjih godina sve se vise ispituje uloga glikanskog (Sec¢ernog) dijela raznih molekula,
ukljucujudi i proteine plazme, na njihovu funkciju u organizmu. Promjena uzorka glikozilacije
takvih molekula rezultira izmijenjenim interakcijama i izmijenjenim uc¢inkom u organizmu.
Stovise, istrazivanja su pokazala da je peptidni dio al-kiselog glikoproteina presudan za
njegovo djelovanje u organizmu, te da fizioloski uc¢inak i interakcije s drugim molekulama

ovise pretezito 0 glikanskom dijelu (Hochepied i sur. 2003).

Vodec¢i se ¢injenicom da se glikani nalaze s vanjske strane molekule te da zauzimaju velik
prostor oko molekule, pretpostavljeno je da ¢e uslijed promjene u sastavu Secera na
glikanskom dijelu do¢i do prostornog otkrivanja ili zakrivanja veznih mjesta na koje se vezu
ligandi, pa tako i lijekovi. Pretpostavljeno je da ¢e ta promjena rezultirati promjenom stupnja
vezanja lijekova za protein, $to ¢e se ocitovati kroz promjenu konstante ravnoteze. Promjena
konstante kemijske ravnoteze u ovoj situaciji mogla bi imati klinicki znacaj u slucaju da se
djelotvorna, slobodna frakcija lijeka u plazmi poveca ili smanji te je potrebna korekcija doze

kako bi se izbjegli toksi¢ni ucinci, odnosno nedovoljno doziranje.

U trenutku kada je ovo istrazivanje radeno nije bilo dostupnih radova koji bi opisivali
promjenu konstante kemijske ravnoteze uslijed promjene glikozilacijskog uzorka al-kiselog
glikoproteina. Relevantni radovi koji su prou¢avani pri pripremi istrazivanja fokusirali su se
na objasnjenje promjena u glikozilaciji koje se dogadaju uslijed raznih fizioloskih (trudnoca)
ili patofizioloskih stanja (reumatoidni artritis) (Fournier i sur. 2000), na opisivanje fizioloskih
ucinaka medu kojima je najznaéajniji imunomoduliraju¢i u¢inak al-kiselog glikoproteina
(Hochepied i sur. 2003) te na mjerenje konstanti ravnoteza izmedu lijekova i al-kiselog
glikoproteina, ne mjere¢i postoje li razlike u konstanti kod razlic¢itih glikozilacijskih uzoraka

(Israili i Dayton, 2001).

U okviru ovog rada provedeno je ispitivanje u kojem su se mjerile konstante kemijske
ravnoteze izmedu ol-kiselog glikoproteina i imatiniba, dipiridamola, morfina, imipramina te
propranolola. Ti lijekovi odabrani su zbog literaturnih podataka o razmjerno dobroj topljivosti
u vodi (Budavari i sur. 1996) i zbog relativno visokih poznatih vrijednosti konstanata vezanja
za al-kiseli glikoprotein (Fitos i sur. 2011) (Israili i Dayton, 2001).



3. MATERUJALI I METODE

3.1. FLUORESCENCHISKA SPEKTROFOTOMETRIJA

U eksperimentu je za mjerenje konstante kemijske ravnoteze koriStena tehnika
fluorescencijske spektrofotometrije. Fluorescencijska spektrofotometrija je, uz fosforescenciju
i kemiluminescenciju, jedna od tri tehnike koje se svrstavaju u grupu tehnika molekularne
luminescencije. Fluorescencija i fosforescencija se prema fizikalnom nacelu prema kojem
djeluju razlikuju od kemiluminescencije te se stoga fluorescencija i fosforescencija jos

nazivaju i fotoluminescencijske tehnike.

Fizikalno nacelo na kojem se zasnivaju fotoluminescencijske tehnike je apsorpcija fotona
koja uzrokuje pobudivanje elektrona u viSe energetske razine. Uslijed povratka elektrona u
stanje nize energije dolazi do emisije elektromagnetskog zracenja koje se mjeri. Razlika
izmedu fluorescencije i fosforescencije oc€ituje Se u trajanju emisije elektromagnetnog
zracenja nakon $to su elektroni pobudeni apsorpcijom fotona u stanje viSe energije. Nakon $to
su elektroni pobudeni apsorpcijom elektromagnetnog zragenja koje traje izmedu 10 i 10™
sekundi dolazi do njihovog povratka u stanje niZe energije. Kod fluorescencije, relaksacija
traje izmedu 10™% i 10” sekundi dok kod fosforescencije relaksacija traje izmedu 10 i 10 i
vise sekundi. Razlog razliitog trajanja je taj da je relaksacija odnosno povratak elektrona iz
pobudenog tripletnog stanja u osnovno singletno stanje kod fosforescencije sporiji proces od
povratka elektrona iz pobudenog singletnog stanja u osnovno singletno stanje kao §to je slucaj

kod fluorescencije.

Kao §to je ve¢ receno, temelj fluorescencijske spektrofotometrije je pobudivanje odnosno
ekscitacija elektrona u vise energetske razine. Povratkom u osnovno energetsko stanje do¢i ¢e
do emisije zraCenja koje ¢e samo u iznimnim slucajevima imati jednaku energiju kao i
pobudno zracenje. U vecini slucajeva do¢i ¢e do Stokesovog pomaka, odnosno emitirano
Zracenje ¢e imati manju energiju, odnosno vecu valnu duljinu od pobudnog zracenja. Do toga
dolazi zato §to se dio energije utro$i na razne energetske prijelaze koji ne emitiraju zraCenje, a
najvazniji je vibracijska relaksacija u kojoj elektroni prelaze iz visih u niZe vibracijske razine

unutar istog elektronskog stanja.

Fluorescencija se ne dogada kod svih molekula, te je za njenu pojavu potrebno zadovoljiti
nekoliko kriterija. Neki od njih su aromatska i rigidna struktura koja ¢e omoguciti da se
energija kod prijelaza elektrona u niza stanja emitira kroz elektromagnetsko zraenje umjesto

da se utrosi na rotaciju molekule oko jednostrukih veza. Zbog ta dva uvjeta aromatske
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aminokiseline u proteinima odlican su izvor elektromagnetskog zraCenja koje se mjeri
fluorescencijskom spektrofotometrijom. Vaznu ulogu imaju i sastav, temperatura, Viskoznost i
pH medija u kojem se vrSe mjerenja. Ukoliko se u sastavu medija nalaze teSki metali
fluorescencija ¢e biti oslabljena. Intenzivnijoj fluorescenciji pogoduju niza temperatura i vec¢a
viskoznost medija jer smanjuju mogucnost sudara molekula iz otapala s molekulama u otopini
kojima mjerimo fluorescenciju. Sudari molekula otapala s molekulama kojima mjerimo
fluorescenciju uzrokovati ¢e gubljenje energije kroz sudare Cestica, umjesto kroz zeljenu
emisiju elektromagnetnog zraCenja koju mjerimo kod fluorescencije. Kod mjerenja
fluorescencije vazan faktor je i pH medija zato $to molekule kojima mjerimo fluorescenciju u

razli¢ito nabijenim stanjima pokazuju razli¢it intenzitet fluorescencije.

Snaga emitiranog zracenja kod fluorescencije proporcionalna je snazi pobudnog zra¢enja i

moze biti zapisana jednadzbom kao:
F =&:K"(Py— P)

Gdje F predstavlja intenzitet fluorescencije, @, kvantnu iskoristivost fluorescencije, K’

konstantu ovisnu o geometriji i drugim faktorima, Py snagu ulaznog zracenja i P snagu

zracenja nakon prolaska zrake kroz sloj otopine. S obzirom da su @i K** konstante, izraz

mMozemo pisati uporabom nove konstante K’ i kao:
F=K'(Py—P)

Fluorescencija slijedi Beer Lambertov zakon kojeg mozemo pisati u obliku:

ﬂ — 10—sbc
Py

U kojem je Pg snaga ulaznog zra¢enja, P snaga zraenja nakon prolaska kroz sloj otopine
duljine b, ¢ molarna apsorptivnost molekule kojoj mjerimo fluorescenciju i ¢ koncentracija

fluorescirajuce specije.
Uvrstavanjem (2) u (3) dobivamo:
F = K'Py(1 — 107¢P¢)

Nakon raspisivanja u Maclaurinovu seriju i uz uvjet da su apsorbancije molekula koje

fluoresciraju manje od 0,05 izraz (4) mozemo pisati i kao:

F = 2,303K'ebcP,
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A kod konstantne snage ulaznog zracenja Pg vrijedi:
F = K, = 2,303K'ebcP, = 2,303®;K" ebcP,

Iz gornje jednadzbe proizlazi da je kod konstantne snage ulaznog zraCenja Py Shaga
emitiranog zraenja F proporcionalna koncentraciji analita pri niskim koncentracijama

(zadovoljen uvjet da je apsorbancija <0,05) (Skoog i sur., 2007).
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3.2. KONSTANTA KEMIJSKE RAVNOTEZE

Za razumijevanje eksperimenta i njegovih rezultata vazno je detaljnije objasniti pojam
konstante kemijske ravnoteze. Kemijske reakcije odvijaju se u dva smjera; u smjeru nastajanja
produkta iz reaktanata i u obrathom smjeru u kojem iz produkta ponovno nastaju reaktanti.

Jednadzba koja opisuje reakciju u kojoj iz reaktanata A i B nastaju produkti C i D glasi:
aA+ bB & cC +dD

Iz a molekula reaktanta A i b molekula reaktanta B nastaje ¢ molekula produkta C i d

molekula produkta D, gdje a, b, ¢ i d predstavljaju broj molekula u reakciji.

Polazna reakcija u kojoj nastaju produkti C i D odvija se brzinom reakcije koju opisuje

jednadzba:
v, = kq[C]°[D]*

Istovremeno s polaznom reakcijom dogada se 1 povratna reakcija u kojoj iz produkata C 1

D ponovno nastaju reaktanti A i B. Brzina odvijanja povratne reakcije opisana je jednadzbom:
v, = k,[A]*[B]?

U pocetku reakcije u smjesi se nalaze samo reaktanti A i B te se odvija samo polazna
reakcija u kojoj nastaju produkti C i D. Odvijanjem reakcije smanjuje se broj molekula
reaktanata, a povecava broj molekula produkta C 1 D te se u sve ve€oj mjeri pocinje odvijati 1
povratna reakcija u kojoj iz produkata C i D ponovno nastaju reaktanti A i B. U jednom
trenutku u reakcijskom sustavu ¢e se iz reaktanata A i B sintetizirati jednako onoliko
molekula produkta C i D, koliko ¢e iz produkata C i D povratnom reakcijom nastajati
molekula reaktanata A i B. Tada ¢e se polazna i povratna reakcija odvijati istim brzinama

odnosno sustav ¢e se nalaziti u kemijskoj ravnotezi. U ravnoteznom stanju vrijedi:
V1 = Uy

Odnosno:
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S obzirom da je omjer dviju konstanti takoder konstanta, prethodni izraz mozemo pisati i

kao:

U gornjem izrazu K predstavlja konstantu kemijske ravnoteze. Konstanta kemijske
ravnoteze je vrijednost koja opisuje u kojem smjeru ¢e se odvijati kemijska reakcija odnosno
hoce li u reakcijskoj smjesi nakon uspostavljanja ravnoteze prevladavati reaktanti ili produkti.
Za odredenu reakciju konstanta kemijske ravnoteze je nepromjenjiva sve dok se ne mijenjaju
pH ili temperatura sustava. Vrijednosti konstante kemijske ravnoteze mogu biti izmedu 100
10>, a mjerna jedinica konstante ovisi o broju molekula koje sudjeluju u reakciji (Filipovié i
Lipanovi¢, 1987).

U eksperimentu je mjerena konstanta kemijske ravnoteze K u reakciji izmedu odabranih

lijekova i al-kiselog glikoproteina koju mozemo predstaviti izrazom:

_[AGP +1]
~ [AGP][L]

Gdje L predstavlja molekulu lijeka, AGP molekulu al-kiselog glikoproteina, a AGP+L
kompleks izmedu lijeka i al-kiselog glikoproteina. 1z ovog odnosa vidljivo je da ¢e se
promjenom konstante kemijske ravnoteze K promijeniti omjer izmedu kompleksa lijeka-
protein i slobodnih frakcija lijeka, odnosno al-kiselog glikoproteina, $to moze rezultirati
klinickim implikacijama u djelovanju lijeka. Izraz za konstantu kemijske ravnoteze K u kojem
se u brojniku nalazi kompleks, a u nazivniku reaktanti u svom nevezanom obliku naziva se jo$

i asocijacijska konstanta kemijske ravnoteze (Ka).

S obzirom da je provedenim eksperimentom pretpostavljeno da se morfin veZze u dva
koraka pokazujuci dvije konsekutivne konstante ravnoteze Ka valja ukratko objasniti pojam
kumulativne konstante ravnoteze (). Kumulativna konstanta kemijske ravnoteZe definirana je
umnoSkom pojedinacnih konstanti kemijske ravnoteZe. Za morfin koji se veze u dva koraka

vrijedila bi slijedeca jednadzba:
B =K XK,

Gdje p predstavlja kumulativnu konstantu ravnoteze, a K; i K, pojedina¢ne konstante

vezanja.
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Stehiometrijski odnos u kojem se vezu odabrani lijekovi i al-kiseli glikoprotein je

predviden na temelju modela vezanja u programu Specfit.

3.3. MATERIJALI | PRIPRAVA OTOPINA

Za mjerenje su koristeni komercijalno dostupni nativni al-kiseli glikoprotein (proizvodaé
Sigma), metansulfonska sol imatiniba (proizvoda¢ LC Laboratories), dipiridamol (proizvodaé
Sigma), morfin hidroklorid (proizvoda¢ Alkaloid), imipramin hidroklorid (proizvoda¢ Sigma)
i propranolol hidroklorid (proizvoda¢ Sigma) analitickog stupnja ¢istoce (p.a.).
Desijalinizirana forma al-kiselog glikoproteina dobivena je djelovanjem enzima sijalidaze na
smjesu nativnog al-kiselog glikoproteina (Ferderbar, 2013). Fluorescencijski spektri su
snimani na uredaju Olis RSM-1000 proizvedenog od On-Line Instrument Systems, Inc.
Mjerenja su radena pri sobnoj temperaturi u fosfatnom puferu pri pH 7,4. Kruti uzorci
koristeni za pripravu otopina vagani su na vagi Sartorius tipa LA 310S koja ima to¢nost

odvage od 0,1 mg.

Fluorescencijski spektri kompleksa al-kiselog glikoproteina i lijeka mjereni su nakon §to
su otopine inkubirane jedan sat na sobnoj temperaturi. Napravljeno je ukupno deset mjerenja;
najprije su odredene konstante ravnoteze zasebno za svaki od pet lijekova u kombinaciji s
nativnim al-kiselim glikoproteinom, a zatim su izmjerene konstante ravnoteze zasebno za
svih pet lijekova u kombinaciji s desijaliniziranom formom al-Kiselog glikoproteina. Kod
mjerenja je za svaki lijek pripravljen niz otopina s razli¢itom koncentracijom lijeka 1
konstantnom koncentracijom al-kiselog glikoproteina odnosno njegove desijalinizirane forme
koja je bila 2x107 moldm™. Koncentracije lijekova su pripravljene u razli¢itim
koncentracijskim rasponima za svaki lijek, ovisno o predvidenoj konstanti ravnoteZe na
temelju literaturnih podataka. Dobiveni fluorescencijski spektri obradeni su koriStenjem

racunalnog programa Specfit pomocu kojeg su izracunate konstante ravnoteze.
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4. REZULTATI I RASPRAVA

4.1. IMATINIB

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

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

manja od 0,1%. Pripremljen je niz otopina imatiniba i nativnog odnosno desijaliniziranog

AGP-a u kojem je koncentracija AGP-a bila konstantna dok je koncentracija imatiniba bila u

rasponu od 5,4x10° do 1,35x10* M. Modelom vezanja koristenim za obradu izmjerenih

vrijednosti pretpostavljeno je da se dipiridamol veze za nativni odnosno desijalinizirani AGP

u omjeru 1:1. Kompleks lijeka vezanog na AGP gasi fluorescenciju.

Tablica 1: Koncentracije imatiniba i nativnog odnosno desijaliniziranog AGP-a u mjerenim

otopinama
Koncentracija AGP-a o
) _ _ o Koncentracija lijeka
Broj otopine (nativnog i desijalinizirane 3
3 (moldm™)
forme) (moldm™)
1 2x107 0
2 2x1077 5.4x10°
3 2x1077 1.3x107
4 2x107" 2.03x10”°
5 2x107 2.7x10”°
6 2x1077 4.05x10°
7 2x107 5.4x107°
8 2x107 6.75x10”°
9 2x1077 1.01x10™
10 2x107 1.35x10™
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4.1.1. IMATINIB I NATIVNI al-KISELI GLIKOPROTEIN

IMA . DEM SPECFIT PARAMETERS 05-15-2015

Conc ws Ligand [M1-/[L1-/[H+] 3 Parameters
MxLyH= colored spectrum fix vary log RBxy= cllog B
Species (y-n) (urk) fr) B
100 y u f 0.00000D+00 O.000060D+00
010 n u f 0.00000D+00 O, EEEEED +00
110 y u Y 4.70027D+00  Z.36303D-02

Slika 7: Model vezanja imatiniba i AGP-a, konstanta vezanja i pripadajuca standardna

devijacija

00340 nmd SPECFIT ANALYSIS IMAz .DEM

0.0207
0.0000 —-

- .0207
0.626

0.526
0.426
0.326
0.226

0.126

0.026

8.00E-05
[Ligandl (M)

Slika 8: Fit pri 340 nm
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Absorbance SPECFIT ANALYSIS

360 370
Wavelength Com)

Slika 9: 1zmjereni spektri koncentracijskog niza otopina imatiniba i AGP-a

Absorbance SPECFIT ANALYS3SIS

Wavelength (nm)

Slika 10: Predvideni spektri koncentracijskog niza otopina imatiniba i AGP-a

IMAo . DEM

IMAp . DEM
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4.1.2. IMATINIB | DESIJALINIZIRANI al-KISELI GLIKOPROTEIN

IMA-5.DEM SPECFIT PARAMETERS 05-15-2015

Conc ws Ligand [M1-[L1-[H+1 3 Parameters
Mx<LyH= colored spectrum fix vary log RBxy=z c(log B)
Species (y-n) (urk) (fru) B
100 y u f 0.00000D+00 O.0EE00D+00
010 n u f 0.00000D+00 O, 0EEROD+E0
110 u u v 4.6574D+00  4.12Z210D-02

Slika 11: Model vezanja imatiniba i desijaliniziranog AGP-a, konstanta vezanja i pripadajuca
standardna devijacija

00340 nmld SPECFIT ANALYSIS IMA-5=z .DEM

0.0186

3, OO

—.0186
0.328 |\

0.278
0.228
0.178
0.128
0.078

0.028

[Ligand]l (M)

Slika 12: Fit pri 340 nm
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fibsorbance SPECFIT aANALYSIS IMA—30.DEM

350 360 370
Wavelength C(nm)

Slika 13: Izmjereni spektri koncentracijskog niza otopina imatiniba i desijaliniziranog AGP-a

Absorbance SPECFIT ANALYSIS3

Wavelength C(nm)

Slika 14: Predvideni spektri koncentracijskog niza otopina imatiniba i desijaliniziranog
AGP-a
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4.2. DIPIRIDAMOL

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

metanolu. Nakon dodatnog razrjedenja konacna koncentracija metanola u mjerenim

otopinama je bila manja od 0,1%. Pripremljen je niz otopina dipiridamola i nativhog odnosno

desijaliniziranog AGP-a u kojem je koncentracija AGP-a bila konstantna dok je koncentracija

dipiridamola bila u rasponu od 2x10” do 1,0x10° M. Modelom vezanja koristenim za obradu

izmjerenih vrijednosti pretpostavljeno je da se dipiridamol veze za nativni odnosno

desijalinizirani AGP u omjeru 1:1. Kompleks lijeka vezanog na AGP gasi fluorescenciju.

Tablica 2: Koncentracije dipiridamola i nativnog odnosno desijaliniziranog AGP-a u

mjerenim otopinama

Broj otopine

Koncentracija AGP-a
(nativnog i desijalinizirane

Koncentracija lijeka

forme) (moldm™) (moldm™)
1 2x107 0
2 2x107 2x107
3 2x107 3.5x107
4 2x107 5x107
S 2x107 1x10°
6 2x107 1.5x10°
7 2x107 2x10°
8 2x107 3x10°®
9 2x107 5x10°
10 2x107 7x10°®
11 2x107 1x10°
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4.2.1. DIPIRIDAMOL I NATIVNI al-KISELI GLIKOPROTEIN

DIF .DEM SPECFIT PARAMETERS 05-15-2015

Conc ws Ligand [M1-/[L1-[H+] 3 Parameters
Mx<LyH= colored spectrum fix vary log RBxy= c(log B)
Species (y-n) (urk) fru) B
100 y u f 0.00000D+00 Q. 0O000D+00
010 n u f 0. 00000D+00 0, EEEED+O
110 y u Y 5.93029D+00  1.56155D-01

Slika 15: Model vezanja dipiridamola i AGP-a, konstanta vezanja i pripadajuca standardna
devijacija
0(340 nm) SPECFIT ANALYSIS DIPz.DEM

0.0360

B OEER)

—. 0360

0.463 -|

0.0EE+00 2 . OOE-06 4 . OOE-06 6. OOE-06 8 .O0E-06
[Ligandl (M)

Slika 16: Fit pri 340 nm
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fAibsorbance SPECFIT aAaNALYSIS DIPo.DEM

350 360 370
Wavelength (nm)

Slika 17: Izmjereni spektri koncentracijskog niza otopina dipiridamola i AGP-a

Absorbance SPFPECFIT aAHNALYSIS DIPp.DEM

350 360 3J’e

HWavelength (nm)

Slika 18: Predvideni spektri koncentracijskog niza otopina dipiridamola i AGP-a

23



4.2.2. DIPIRIDAMOL | DESIJALINIZIRANI al-KISELI GLIKOPROTEIN

DIP-51.DEM SPECFIT PARAMETERS 06-16—-2015

Conc vs Ligand [M1/[L1/[H+] 3 Parameters
MxLyH=z colored spectrum f ix vary log Rxyz c(log B)
Species (y-n) (uk) fv) B
100 y u f 0.00000D+00 O, 0EEEOD+O6
010 n u f 0.00000D+(0 Q.OEE0OD+00
110 y u v 6.30460D+00 1.18723D-01

Slika 19: Model vezanja dipiridamola i desijaliniziranog AGP-a, konstanta vezanja i

pripadajuca standardna devijacija

00340 nm) SPECFIT ANALY3IIS DIP-31=.DEM
0.0328
Q. 006
—.0328

.381 §

.361

.341

.321

.301

.281

.2b1

.241

.221

0]
a
0]
a
0]
0]
0]
0]
0]
0]

.201
Q. 0OE+00 2 .00E-06 4 . GOE-06 6. OOE-06 8. 00E-06

[Ligand]l (M)

Slika 20: Fit pri 340 nm
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Absorbance SPECFIT ANALYS3IIS DIP-51o.DEM

346 356 Jbb

Wavelength C(nm)

Slika 21: Izmjereni spektri koncentracijskog niza otopina dipiridamola i desijaliniziranog
AGP-a

Absorbance SPECFIT ANALYS3IIS DIP-31p.DEM

346 356 366

Havelength (nml

Slika 22: Predvideni spektri koncentracijskog niza otopina dipiridamola i desijaliniziranog
AGP-a
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4.3. MORFIN

KoriSteni morfin ve¢ je bio u formi otopine te je za mjerenje dodatno razrijeden do
kona¢nih koncentracija. Pripremljen je niz otopina morfina i nativnog odnosno
desijaliniziranog AGP-a u kojem je koncentracija AGP-a bila konstantna dok je koncentracija
morfina bila u rasponu od 3,5x10™ do 2,7x102 M. Modelom vezanja koriStenim za obradu
izmjerenih vrijednosti pretpostavljeno je da se morfin veze za nativni odnosno desijalinizirani
AGP u dva stupnja. U prvom stupnju morfin se veze u omjeru 1:1 te lijek vezan na AGP
pojacava fluorescenciju u odnosu na AGP bez vezanog lijeka (konstanta K;) dok se u drugom
stupnju za svaku molekulu AGP-a vezu 3 molekule morfina te dolazi do gaSenja

fluorescencije (konstanta K3).

Tablica 3: Koncentracije morfina i nativnhog odnosno desijaliniziranog AGP-a u mjerenim

otopinama
Koncentracija AGP-a N
Koncentracija lijeka
Broj otopine (nativnog i desijalinizirane
) (moldm™)
forme) (moldm™)
1 2x107" 0
2 2x1077 3.5x10™
3 2x107" 7.1x10™
4 2x1077 1.8x10°
5 2x1077 3.5x10°°
6 2x107 5.3x10°
7 2x10”' 7.1x10°°
8 2x1077 8.9x10°°
9 2x1077 1.8x10
10 2x1077 2.7x10%
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4.3.1. MORFIN I NATIVNI al-KISELI GLIKOPROTEIN

MORF . DEM SPECFIT PARAMETERS 05-15-2015

Conc w= Ligand [M1-IL1-[H+] 4 Parameters
MxLyHz colored spectrum f ixsvary log Bxyz cllog R)
Species (y-n) (urk) fru) B
106 y u f 0.00000D+00 0. OEEEAD +BG
010 n u f 0, 00000D+00 6, OEEEED +E6
110 y u v 3.32742D+00  §.68172D-02
130 n u v 8.93416D+00 4. 00420D-02

Slika 23: Model vezanja morfina i AGP-a, konstanta vezanja i pripadajuca standardna

devijacija

0(340 nm) SPECFIT ANALYS3SIS MORF= .DEM

0.149

0. 000

0.0100 0.0150

[Ligandl (M)

Slika 24: Fit pri 340 nm
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Abszorbance SPECFIT ANALY SIS

Wavelength Cnmd

Slika 25: Izmjereni spektri koncentracijskog niza otopina morfina i AGP-a

fibzorbance SPECFIT ANALYSISI

Wavelength C(nm)

Slika 26: Predvideni spektri koncentracijskog niza otopina morfina i AGP-a

MORFo . DEM

MORFp .DEM
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4.3.2. MORFIN | DESIJALINIZIRANI a1-KISELI GLIKOPROTEIN

MORF-5.DEM SPECFIT PARAMETERS 05-15-2015

Conc w= Ligand [M1-IL1-[H+] 4 Parameters
MxLyHz colored spectrum f ixsvary log Bxyz cllog R)
Species (y-n) (urk) fru) B
106 y u f 0.00000D+00 0. OEEEAD +BG
010 n u f 0, 00000D+00 6, OEEEED +E6
110 y u v 3.61695D+00 9.39081D-02
130 n u v 9.04464D+00 5 .58486D-02

Slika 27: Model vezanja morfina i desijaliniziranog AGP-a, konstanta vezanja i pripadajuca

standardna devijacija

0C(340 nml SPECFIT ANALYSIS MORF-5=z . DEM

0.237
0.060

-0.237
6.01

5.01
4.01
3.01
Z.0

1.01

0. O0EG 0.01600 0.0156
[Ligandl (M)

Slika 28: Fit pri 340 nm
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Slika 29: Izmjereni spektri koncentracijskog niza otopina morfina i desijaliniziranog AGP-a

fibsorbance SPECFIT ANALYS3IIS MORF-Sp . DEM
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Slika 30: Predvideni spektri koncentracijskog niza otopina morfina i desijaliniziranog AGP-a




4.4. IMIPRAMIN

Mati¢na otopina imipramina pripremljena je otapanjem imipramina u 50%-tnom
metanolu. Nakon dodatnog razrjedenja konacna koncentracija metanola u mjerenim
otopinama je bila manja od 0,1%. Pripremljen je niz otopina imipramina i nativnog odnosno
desijaliniziranog AGP-a u kojem je koncentracija AGP-a bila konstantna dok je koncentracija
imipramina bila u rasponu od 2x10” do 2x10° M. Modelom vezanja kori§tenim za obradu
izmjerenih vrijednosti pretpostavljeno je da se imipramin veze za nativni odnosno
desijalinizirani AGP u omjeru 1:1. Prepreku u mjerenju predstavljala je Cinjenica da sam

imipramin pokazuje fluorescenciju.

Tablica 4: Koncentracije imipramina i nativnog odnosno desijaliniziranog AGP-a u mjerenim

otopinama
Koncentracija AGP-a Koncentracija lijeka
Broj otopine (nativnog i desijalinizirane

forme) (moldm™) (moldm™®)
1 2x10°” 0
2 2x10” 2x10°7
3 2x10°” 1x10°
4 2x10” 2x10°
5 2x107 3x10°
6 2x10” 5x107
7 2x107 7x10°
8 2x10” 1x10”
9 2x107 1,2x10°
10 2x10” 1,5x10°
11 2x10°” 2x10”
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44.1. IMIPRAMIN I NATIVNI al-KISELI GLIKOPROTEIN

IMI .DEM SPECFIT PARAMETERS B2-19-2014

Conc vs Ligand [M1-[L1-[H+1 3 Parameters
M<LyHz colored spectrum fix vary log Pz cllog B
Species (y-n) (usk) fr0) B
160 1] u f 0.00000D+00 O.00000D+06
010 y u f 0.00000D+00 O.00000D+00
110 1] 11 v 6.39662D+00 3.35355D-01

Slika 31: Model vezanja imipramina i AGP-a, konstanta vezanja i pripadajuca standardna

devijacija

0C389.80268 nmd SPECFIT ANALYSIS IMIz .DEM

0. 407
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Slika 32: Fit pri 390 nm
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fibsorbance SPECFIT ANALYSIS IMIo.DEM
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Havelength (nm)

Slika 33: Izmjereni spektri koncentracijskog niza otopina imipramina i AGP-a

fibsorbance SPECFIT aANALYSTIS IMIp .DEM

336 346 356 366 376 386 396

Have length (nm)

Slika 34: Predvideni spektri koncentracijskog niza otopina imipramina i AGP-a
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4.4.2. IMIPRAMIN | DESIJALINIZIRANI a1-KISELI GLIKOPROTEIN

IMIS.DEH SPECFIT PARAMETERS G6—-17-2015

Conc w= Ligand [M1-/[L1-[H+] 3 Parameters
M<LyH=z colored spectrum fix-vary log Bxy=z cllog B)
Species (y-nl (urk) (frul B
100 y u f 0.000000+00 O.00000D+00
010 y u f 0.00000D0+00 O.00000D+00
110 u u v 5.46266D+00 4.77086D-01

Slika 35: Model vezanja imipramina i desijaliniziranog AGP-a, konstanta vezanja i

pripadajuca standardna devijacija
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Slika 36: Fit pri 390 nm
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Absorbance SPECFIT ANALYSIS IMISo.DEM

356 366 376 366 396
Havelength (nm)

Slika 37: Izmjereni spektri koncentracijskog niza otopina imipramina i desijaliniziranog
AGP-a

fib=orbance SPECFIT ANALYSIS IMISp.DEM

346 356 366 376 386 396

Wavelength (nm)

Slika 38: Predvideni spekitri koncentracijskog niza otopina imipramina i desijaliniziranog
AGP-a
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4.5. PROPRANOLOL

Mati¢na otopina propranolola pripremljena je otapanjem propranolola u vodi te je za
mjerenje mati¢na otopina dodatno razrijedena do kona¢nih koncentracija. Pripremljen je niz
otopina propranolola i nativnog odnosno desijaliniziranog AGP-a u kojem je koncentracija
AGP-a bila konstantna dok je koncentracija propranolola bila u rasponu od 2x10” do 1,5x107
M. Modelom vezanja koriStenim za obradu izmjerenih vrijednosti pretpostavljeno je da se
propranolol veze za nativni odnosno desijalinizirani AGP u omjeru 1:1. Kompleks lijeka
vezanog na AGP pojacava fluorescenciju. Propranolol, kao i imipramin, pokazuje

fluorescenciju sto predstavlja prepreku u mjerenju.

Tablica 5: Koncentracije propranolola i nativnog odnosno desijaliniziranog AGP-a u

mjerenim otopinama

Koncentracija AGP-a Koncentracija lijeka
Broj otopine (nativnog i desijalinizirane

forme) (moldm™) (moldm™®)
1 2x10°” 0
2 2x10” 2x10°7
3 2x10°” 5x10”
4 2x10” 1x10°®
5 2x107 2x10°
6 2x10” 3x10°
7 2x107 5x107
8 2x10” 7x10°
9 2x107 1x10”
10 2x10” 1.2x10°
11 2x10°” 1.5x10”
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45.1. PROPRANOLOL I NATIVNI al-KISELI GLIKOPROTEIN

FROF .DEM SPECFIT PARAMETERS P6-16-2015

Conc vs Ligand [M1-[L1-[H+1 3 Parameters
M<LyH=z colored spectrum fix-vary log Bxyz cllog B)
Species (y-n) (urk) fv) B
100 u 11 f 0.00000D+00 O, O0OOOAD +E6
010 n u f 0.00000D+00 O, OOEEED +EE
110 u u v 3.57640D+00 2.35221D-01

Slika 39: Model vezanja propranolola i AGP-a, konstanta vezanja i pripadajuca standardna

devijacija

0(340 nm) SPECFIT aANALYS3SIS PROFP=z .DEM

0.260

0. 00E-06

[Ligandl (M)

Slika 40: Fit pri 340 nm
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fibsorbance SPECFIT aANALYSIS PROFPo .DEM

Wavelength C(nm)

Slika 41: Izmjereni spektri koncentracijskog niza otopina propranolola i AGP-a

Absorbance SPECFIT ANALYS3IS PROPp .DEM

Wavelength Com)

Slika 42: Predvideni spektri koncentracijskog niza otopina propranolola i AGP-a
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4.5.2. PROPRANOLOL | DESIJALINIZIRANI a1-KISELI GLIKOPROTEIN

PROP-5.DEM SPECFIT PARAMETERS 06-16—-2015

Conc vs Ligand [M1-[L1-[H+] 3 Parameters
M<LyH= colored spectrum fix vary log Rxy=z sllog B
Species (y-n) (urk) fv) B
1600 u 11 f 0.00000D+00  @.OREEOD +O6
010 ] u f 0.00000D+00 @, OREEOD +O6
110 u u v Z.65606D+00 5.26442D-01

Slika 43: Model vezanja propranolola i desijaliniziranog AGP-a, konstanta vezanja i

pripadajuca standardna devijacija
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Slika 44: Fit pri 340 nm

39



Absorbance SPECFIT ANALYSIS PROP-5o0 .DEM

Wavelength (nm)

Slika 45: Izmjereni spektri koncentracijskog niza otopina propranolola i desijaliniziranog
AGP-a

Abzorbance SPECFIT ANALYSIS PROP-5p .DEM

Wavelength Cnmd

Slika 46: Predvideni spektri koncentracijskog niza otopina propranolola i desijaliniziranog
AGP-a
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5. ZAKLJUCCI
Provedenim eksperimentima pokazano je da promjena u glikozilaciji AGP-a uzrokuje
promjenu konstanata vezanja kod odabranih lijekova.

Nakon desijalinizacije AGP-a imatinib se veze vise od 100 puta slabije za desijaliniziranu

formu AGP-a nego za njegovu nativnu formu.

Efekt desijalinizacije AGP-a na vezanje dipiridamola je suprotan te ¢e se nakon

desijalinizacije AGP-a dipiridamol vezati s vise nego dvostruko ve¢om konstantom vezanja.

Morfin se za AGP veze u dva koraka, te dobiveni rezultati pokazuju da se nakon
desijalinizacije AGP-a konstanta vezanja morfina na desijalinizani AGP u odnosu na nativni

povecava u oba koraka.

Eksperimentom dobiveni rezultati pokazuju da desijalinizacija AGP-a smanjuje konstantu
vezanja imipramina. Imipramin i sam pokazuje fluorescenciju, te bi se efekt promjene
glikozilacije AGP-a na promjenu konstante kemijske ravnoteze trebao potvrditi nekom

drugom tehnikom.

Propranolol takoder i sam fluorescira, te bi se efekt promjene glikozilacije na promjenu
konstante kemijske ravnoteZze trebao ispitati nekom drugom tehnikom. Dobiveni rezultati

pokazuju da ¢e se propranolol slabije vezati za desijaliniziranu nego za nativhu formu AGP-a.

Za bolje razumijevanje rezultata, u praksi se ¢esto izmjerene konstante kemijske ravnoteze
(Ka) izmedu lijekova i AGP-a prikazuju kao Kp = 1 / Ka, jedinicu koja prikazuje afinitet
spojeva (lijekova), za vezno mjesto AGP-a. Kada je koncentracija liganda tj. lijeka jednaka

vrijednosti Kp, tada je ligand vezan na 50% raspolozivih veznih mjesta.
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Tablica 6: Sazeti prikaz izmjerenih asocijacijskih konstanti vezanja (log Ka i Ka) izmedu

lijekova i nativnog odnosno desijaliniziranog AGP-a

Izmjerena log

Ka u kompleksu

Izmjerena log

Ka u kompleksu

Izmjerena Ka u

Izmjerena Ka U

kompleksu sa

Lijek o sa kompleksu sa nativnim o
sa nativnim L desijaliniziranim
desijaliniziranim AGP-om
AGP-om AGP-om
AGP-om

Imatinib 6,75 + 0,02 4,65 + 0,04 (5,62 + 0,11) x 10° (4,47 +0,18) x 10*

Dipiridamol | 593 +0,16 6,30 + 0,12 (8,51 + 1,36) x 10° (2,00 + 0,24) x 10°
Morfin 1. 3,33+0,09 |1. 3,62+0,09 | 1. (2,14%0,20)x10° | 1. (4,17 +0,38) x 10°
2. 893+0,04 |2. 9,04+0,06 | 2. (851+0,34)x10° |2, (1,10 0,07) x 10°

Imipramin 6,39 + 0,34 5,46 +0,48 (2,45 + 0,83) x 10° (2,88 + 1,38) x 10°

Propranolol | 358 +0,23 2,65 + 0,52 (3,80 + 0,87) x 10° (4,47 + 0,23) x 10?
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Slika 47: Grafi¢ki prikaz konstanti asocijacije (KA) s pripadaju¢im standardnim devijacijama

izmedu lijekova i nativnog odnosno desijaliniziranog AGP-a
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7. SAZETAK

U ovom radu ispitivan je efekt promjene konstante vezanja imatiniba, dipiridamola,
morfina, imipramina i propranolola na al-kiseli glikoprotein uslijed promjene u uzorku
njegove glikozilacije. Tehnika koriStena u ispitivanju bila je fluorescencijska
spektrofotometrija. Rezultati ispitivanja ukazuju na to da desijalinizacija ol-kiselog
glikoproteina uzrokuje promjenu u konstantama kemijske ravnoteze izmedu odabranih
lijekova i al-kiselog glikoproteina. Kod imatiniba, imipramina i propranolola desijalinizacija
al-kiselog glikoproteina ¢e uzrokovati smanjenje konstante kemijske ravnoteze izmedu
lijekova 1 al-kiselog glikoproteina dok ¢e kod dipiridamola i morfina efekt biti suprotan i
nakon desijalinizacije al-kiselog glikoproteina oni ¢e se jace vezati za desijaliniziranu formu

al-kiselog glikoproteina.
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SUMMARY

In this work an effect of change in glycosylation pattern of al-acid glycoprotein on the
binding constants of imatinib, dipyridamole, morphine, imipramine and propranolol was
examined by spectrofluorometric measurements. Results indicate that there is an effect of
desialylation of al-acid glycoprotein on binding constants of selected drugs. Desialylation of
al-acid glycoprotein will reduce the binding constant for imatinib, imipramine and
propranolol. On the other hand, dipyridamole and morphine will bind with a higher binding

constant to a1-acid glycoprotein after its desialylation.
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