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Streszczenie rozprawy doktorskiej

Oddzialywanie wybranych lekow na albumine obecng w moczu
ludzkim

Wprowadzenie. Jednym z czgsto badanych materiatéw biologicznych jest mocz.
W sktad moczu wchodzi migdzy innymi albumina, ktdra przedostaje si¢ w niewielkich ilosciach
z osocza krwi do moczu réwniez zdrowego cztowieka. Jej wigksze stezenie w moczu moze
sugerowa¢ choroby nerek.

Z krwi do moczu przedostaje si¢ nie tylko albumina, ale czgsto w niezmienionej formie
przedostaja si¢ rowniez leki stosowane przez ludzi chorych lub r6zne preparaty farmaceutyczne
coraz cze¢$ciej stosowane przez ludzi na wlasng reke. Niektorym z tych lekow przypisuje si¢
dziatanie nefrotoksyczne lub nefroprotekcyjne, co wyraza si¢ czesto jako zdolno§¢ do
zwigkszania lub zmniejszania bialkomoczu. OczywiScie istotne jest zbadanie czy sama
obecno$¢ tych substancji w moczu nie wyptywa na wynik oznaczania biatkomoczu.

Dlatego wykonano prace, ktorej celem bylo zbadanie czy wybrane leki moga
wplywa¢ na wynik analizy albuminy ludzkiej osocza krwi w modelowych i naturalnych
probach moczu w warunkach natywnej elektroforezy w zelu poliakrylamidowym,
a w przypadku pozytywnej odpowiedzi na pytanie pierwsze proba znalezienia
mechanizmu odpowiedzialnego za ten efekt.

Metoda. W pracy przebadano nastgpujace leki: aspiryng (kwas acetylosalicylowy),
antybiotyki (ampicyline, cefuroksym), metforming (lek przeciwcukrzycowy), 2.4-
tiazolidinedion (lek przeciwcukrzycowy), cisplatyne¢ (lek przeciwnowotworowy), metotreksat
(lek przeciwnowotworowy), kaptopril (inhibitor enzymu konwertujacego angiotensyng),
werapamil (niedihydrypidynowy bloker kanalu wapniowego). Roztwory z lekami
przygotowywano o stezeniach stosowanych u rzeczywistych pacjentow.

Wyniki. W wyniku przeprowadzonej -elektroforezy natywnej ptytowej HSA
w roztworze buforu fosforanowego o pH=6,5 zaréwno dla stosowanych stezen aspiryny,
antybiotykow (ampicyliny i cefuroksymu), metforminy, 2,4-tiazolidinedionu nie zauwazono

praktycznie wptywu na obraz elektroforetyczny albuminy (elektroforegram densytogram)



w postaci zmiany pola powierzchni piku monomeru albuminy, co odpowiadatoby zmianie
stezenia albuminy.

Wyniki przeprowadzonej elektroforezy natywnej ptytowej (PAGE) HSA w obecnosci
cisplatyny, metotreksatu, kaptoprilu i werapamilu, wykazaly oddzialywanie tych lekéw na
obraz elektroforetyczny. Uzyskano prawie dwukrotne zmniejszenie pola powierzchni piku
HSA w obecno$ci cisplatyny i metotreksatu oraz prawie dwukrotne zwickszenie pola
powierzchni piku HSA w obecnosci kaptoprilu i werapamilu. Pomiary wykonane w probach
naturalnego moczu potwierdzaja brak oddzialywania aspiryny, ampicyliny, cefuroksymu,
metforminy, 2,4-tiazolidinedionu jak rowniez potwierdzajg wptyw kaptoprilu, ktory pozornie
zwigksza stezenie albuminy.

W celu wyjasnienia mechanizmu, ktory jest odpowiedzialny za ten efekt zbadano
mozliwos$¢ taczenia albuminy i badanych lekéw stosujac spektrofotometrie UV-VIS.

Jak wynika z przeprowadzonych badan bardzo wazng przyczyna pozornego
zmniejszenia lub zwigkszenia stezenia albuminy w badaniu elektroforetycznym jest tworzenie
si¢ zwigzkow kompleksowych lek—albumina. Utworzone zwiazki kompleksowe cisplatyna-
albumina, metotreksat-albumina, kaptopril-albumina i werapamil-albumina wptywaja w rézny
sposob na elektroforetyczne oznaczanie st¢zenia albuminy. Z tego powodu okreslono wptyw
taczenia wyzej] wymienionych lekéw z HSA na przestrzenne ulozenie *lancucha
polipeptydowego albuminy (konformacja) w warunkach eksperymentu. Wyniki otrzymane
metoda FTIR i CD wskazuja, Ze mechanizm otrzymywania pseudo zawyzonych i zanizonych
wynikow stezenia biatka w pomiarach elektroforetycznych wiaze si¢ $cisle ze zmianami
w budowie przestrzennej biatka wynikajacej z tworzenia si¢ kompleksu biatko-lek. To z kolei
zmienia zdolno$¢ do wigzania czasteczek barwnika Coomassie Brilliant Blue R-250 i pozornie

zmienia st¢zenie albuminy.
Whioski.

1) Niektore leki moga wplywa¢ na wynik oznaczenia zawartosci albuminy ludzkiej
w modelowych i naturalnych prébach moczu.

2) Dotychczasowe obserwacje ograniczone sa jedynie do elektroforezy w zelu
poliakrylamidowym.

3) Mechanizm omawianego procesu, zwiazany jest prawdopodobnie z tworzeniem
kompleksow albumina-lek, ktore prowadza do zmiany konformacji bialka.
To z kolei zmienia zdolnos¢ do wiazania czasteczek barwnika Coomassie Brilliant

Blue R-250.



