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SANTRAUKA

Mindaugo Dzvinkos vientisyjy studijy magistro baigiamasis darbas. Darbo vadové: doc. dr.
Nora Slekien¢. Vilniaus universiteto medicinos fakulteto Biomedicinos moksly instituto Farmacijos ir
farmakologijos centras.
Magistrinio darbo tema: Antidepresanty jungimosi su biomembranomis tyrimas naudojant kvarco
kristalo mikrobalansg¢ su dissipacijos stebéjimu (QCM-D).
Temos aktualumas: Vaisty sgveika su serumo albuminu tiesiogiai lemia jy farmakokinetines savybes ir
terapinj efektyvuma, taciau Sios sgveikos antidepresantams iSlieka mazai iStirtos. Realiu laiku veikiantis
QCM-D metodas leidZia tiksliai jvertinti molekuliniy sgveiky kinetika, tuo jis yra naudingas jrankis
ziniy trikumui uzpildyti.
Tyrimo tikslas: IStirti fluoksetino, venlafaksino ir mirtazapino sgveikg su jau€io serumo albuminu
taikant kvarco kristalo mikrobalansés su disipacijos stebéjimu (QCM-D) metoda.
Tyrimo uzdaviniai:

1. Istirti fluoksetino sgaveikg su jaucio serumo albuminu, nustatant jungimosi kinetika.

2. [Istirti venlafaksino sgveikg su jaucio serumo albuminu, nustatant jungimosi kinetika.

3. IStirti mirtazapino sgveikg su jau¢io serumo albuminu, nustatant jungimosi kinetikg.

4. Palyginti fluoksetino, venlafaksino ir mirtazapino sgveikos ypatumus, remiantis QCM-D analizés

rezultatais.

Tyrimo metodai:
Buvo atliktas eksperimentinis tyrimas, kuriame taikant kvarco kristalo mikrogravimetrijos su disipacijos
steb¢jimu (QCM-D) metodg buvo tiriama trijy antidepresanty (fluoksetino, venlafaksino ir mirtazapino)
jungimosi kinetika su jaucio serumo albuminu (JSA). JSA buvo imobilizuotas ant aukso sensoriaus
pavirSiaus per 11-merkaptoundekanoing riigSties aktyvasias grupes. Antidepresanty sgveika su JSA buvo
vertinama naudojant 0.1, 1, 10 ir 100 uM koncentracijos tirpalus, realiuoju laiku registruojant daznio
ir disipacijos pokycius.
Tyrimo rezultatai:
QCM-D analizé parodé, kad visi tirti antidepresantai (fluoksetinas, venlafaksinas ir mirtazapinas)
saveikauja su imobilizuotu JSA. RySkiausi buvo disipacijos (AD) poky¢€iai (daznio poky¢iai buvo per
mazi analizei), tod¢l kinetiniy parametry analizé atlikta remiantis AD duomenimis. D¢l silpny signaly
mazesnése koncentracijose tolimesni tyrimai vykdyti naudojant 100 puM antidepresanty tirpalus.
Fluoksetinas asocijavosi greitai (ka = 8,52x10> M's™") ir létai disocijavo (kd = 9,97x107° s™!, KD =

1,17x1077 M). Venlafaksinas asocijavosi lé¢iausiai (ka = 7,33x10" M's™!), taciau sudaré itin stabily
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kompleksa (kd = 7,40x107¢ s, KD = 1,01x1077 M). Mirtazapinas asocijavosi greitai (ka = 7,53x10?
M~ 's™), bet disocijavo grei¢iausiai (kd = 8,58x107* s7!, KD = 1,14x107¢ M). Visy vaisty sagveika su JSA
buvo spontaniSka (AG: fluoksetino —38,9, venlafaksino —39,3, mirtazapino —33,4 kJ/mol).

ISvados: 1. Fluoksetinas pasizymi dideliu asociacijos greiCiu ir maza disociacijos greicio konstanta,
sudarydamas stabily kompleksa su JSA (KD = 1,17x1077 M). 2. Venlafaksinas asocijuojasi 1é¢iausiai,
taCiau turi maziausig disociacijos greicio konstantg, sudarydamas itin stabily kompleksa (KD =1,01x1077
M). 3. Mirtazapinas asocijuojasi greitai, tac¢iau disocijuoja greiciausiai, formuodamas maziausiai stabily
kompleksg (KD = 1,14x10°¢ M). 4. Fluoksetinas ir venlafaksinas pasiZymi pana$iu afinitetu albuminui
(KD ~1077 M), taciau skiriasi kinetika. Mirtazapinas iSsiskiria greita disociacija ir maZiausiu afinitetu
(KD ~107¢ M). Visy trijy vaisty sgveika su JSA yra spontanisSka (AG < 0), o fluoksetino ir venlafaksino
Gibso energijos reikSmeés (—38,9 ir —39,3 kJ/mol) yra didesnés nei mirtazapino (—33,4 kJ/mol).
Raktiniai Zodziai: antidepresantai, QCM-D, jaucio serumo albuminas, fluoksetinas, venlafaksinas,

mirtazapinas.



SUMMARY

Mindaugas Dzvinko's Integrated Master's Thesis. Thesis supervisor: Assoc. Prof. Dr. Nora Slekiené.
Centre of Pharmacy and Pharmacology, Institute of Biomedical Sciences, Faculty of Medicine, Vilnius
University.
Thesis topic: Study of Antidepressant Binding to Biomembranes Using a Quartz Crystal Microbalance
with Dissipation Monitoring (QCM-D)
Relevance of the topic: Drug interactions with serum albumin directly determine their pharmacokinetic
properties and therapeutic efficacy; however, these interactions remain poorly studied for
antidepressants. The real-time QCM-D method enables precise evaluation of molecular interaction
kinetics, making it a valuable tool for addressing this gap in knowledge.
Research aim: To investigate the interactions of fluoxetine, venlafaxine, and mirtazapine with bovine
serum albumin using the quartz crystal microbalance with dissipation monitoring (QCM-D) method.
Research objectives:
1. To investigate the interaction of fluoxetine with bovine serum albumin by determining binding
kinetics.
2. To investigate the interaction of venlafaxine with bovine serum albumin by determining binding
kinetics.
3. To investigate the interaction of mirtazapine with bovine serum albumin by determining binding
kinetics.
4. To compare the interaction characteristics of fluoxetine, venlafaxine, and mirtazapine based on
the results of QCM-D analysis.
Research methods: An experimental study was conducted in which the binding kinetics of three
antidepressants (fluoxetine, venlafaxine, and mirtazapine) with bovine serum albumin (BSA) were
investigated using the quartz crystal microbalance with dissipation monitoring (QCM-D) method. BSA
was immobilized on a gold sensor surface via the active groups of 11-mercaptoundecanoic acid. The
interaction of the antidepressants with BSA was evaluated using solutions at concentrations of 0.1, 1, 10,
and 100 pM, with frequency and dissipation changes recorded in real time.
Research results: QCM-D analysis demonstrated that all three antidepressants studied (fluoxetine,
venlafaxine, and mirtazapine) interact with immobilized BSA. The most prominent were dissipation
(AD) changes (frequency changes were too small for analysis), and therefore kinetic parameter analysis
was performed based on AD data. Due to weak signals at lower concentrations, further studies were

conducted using 100 uM antidepressant solutions. Fluoxetine associated rapidly (k a=8.52x10>2M's™")
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and dissociated slowly (kd = 9.97x107° s7!, K D = 1.17x1077 M). Venlafaxine associated most slowly
(ka=7.33x10' M's") but formed an exceptionally stable complex (kd =7.40x10°s", K D=1.01x10""
M). Mirtazapine associated rapidly (ka = 7.53%10%> M's™") but dissociated most quickly (kd = 8.58x10~*
s7!, K D =1.14x10"° M). The interaction of all drugs with BSA was spontaneous (AG: fluoxetine —38.9,
venlafaxine —39.3, mirtazapine —33.4 kJ/mol).

Conclusions:

1. Fluoxetine exhibits a high association rate and a low dissociation rate constant, forming a stable
complex with BSA (K D = 1.17x1077 M). 2. Venlafaxine associates most slowly but has the lowest
dissociation rate constant, forming an exceptionally stable complex (K D =1.01x10"7 M). 3. Mirtazapine
associates rapidly but dissociates most quickly, forming the least stable complex (K D = 1.14x107¢ M).
4. Fluoxetine and venlafaxine display similar affinity for albumin (K D ~1077 M) but differ in their
kinetics. Mirtazapine stands out for its rapid dissociation and lowest affinity (K D ~10¢ M). The
interaction of all three drugs with BSA is spontaneous (AG < 0), and the Gibbs energy values of fluoxetine
and venlafaxine (—38.9 and —39.3 kJ/mol) are greater in magnitude than that of mirtazapine (—33.4
kJ/mol).

Keywords: antidepressants, QCM-D, bovine serum albumin, fluoxetine, venlafaxine, mirtazapine.



SANTRUMPOS IR SAVOKOS

11-MUR - 11-merkaptoundekano rtigstis.

DALY — negalios pakoreguoti gyvenimo metai.

DDD — nustatyta paros dozé.

DMSO - dimetilsulfoksidas

EDC — 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)karbodiimidas.

JSA — jaucio serumo albuminas.

LogP — pasiskirstymo koeficiento logaritmas.

NaSSA — noradrenerginiai ir specifiniai serotonerginiai antidepresantai.
NET — noradrenalino transporteris.

NHS — N-hidroksisukcinimidas.

OECD — Ekonominio bendradarbiavimo ir plétros organizacija.
PBS — fosfatinis buferinis tirpalas.

PPR — pavirSiaus plazmony rezonansas.

SAM - savitvarkis monosluoksnis.

SERT - selektyvus serotonino transporteris.

SNRI — serotonino ir noradrenalino reabsorbcijos inhibitoriai.
SSRI — selektyviis serotonino reabsorbcijos inhibitoriai.

TDM - terapinis vaisty monitoravimas.

Terapinis langas — vaisto dozes intervalas, kuriame vaistas veikia saugiai ir efektyviai.

VVKT — Valstybin¢ vaisty kontrolés tarnyba.

QCM-D - kvarco kristalo mikrogravimetrija su disipacijos steb&jimu.
ZSA — zmogaus serumo albuminas.

AD — disipacijos pokytis.

Af — daznio pokytis.



IVADAS

Gera psichiné sveikata yra biitina norint palaikyti bendra zmogaus emocing savijautg, darbinguma
ir socialinj funkcionavimg. Psichikos sutrikimai daro reikSminga neigiamg poveiki ne tik individualiam
paciento gyvenimui, bet ir aplinkinei visuomenei bei sveikatos priezitiros jstaigoms. Pacientai, turintys
psichikos sveikatos problemy, daznai turi prastesnius mokymosi ir profesinés veiklos rezultatus,
padidéjusj nedarbo lygj, patiria socialing atskirtj bei blogesne bendra fizing sveikatg. Negydomi arba
nepakankamai kontroliuojami psichikos sutrikimai gali lemti ilgalaike negalig ir padidéjusia savizudybés
rizikg (1,2).

Pastaryjy deSimtmeciy epidemiologiniai tyrimai rodo, kad psichikos sutrikimy nasta pasauliniu
mastu iSlieka didelé ir pastoviai auga. Remiantis ,,Global Burden of Disease® tyrimy duomenimis,
psichikos ir elgesio sutrikimai sudaro reikSminga dal; visy negalios pakoreguoty gyvenimo mety
(DALY). Ypac didele dalj $iy psichikos ir elgesio sutrikimy sudaro depresiniai ir nerimo sutrikimai, kurie
dazniausiai pasireiskia darbingo amziaus asmenims. Nors kai kurios Salys turi geresnj iy sutrikimy
atpazinimg ir diagnostika, absoliutus serganéiyjy skai¢ius toliau didéja, o pagrindiné to prieZastis yra
populiacijos augimas ir senéjimas (3,4).

Siame darbe bus tiriamos trijy skirtingy daZnai vartojamy antidepresanty (fluoksetino,
mirtazapino, venlafaksino) sgveikos ir jungimosi kinetikos su jaucio serumo albuminu (JSA). Nors
literatiiros Saltiniuose apraSyta nemazai tyrimy, nagrin€¢janciy antidepresanty farmakokinetikg ir jy
sgveika su plazmos baltymais, dauguma jy remiasi netiesioginiais metodais arba pateikia tik pusiausvyros
afiniteto duomenis (5-9). Informacijos apie Siy saveiky kinetikg realiuoju laiku vis dar triiksta, ypac kai
skirtingi antidepresantai analizuojami tomis paciomis eksperimentinémis sglygomis. QCM-D metodo
naudojimas iSsprendzia Siuos tritkumus, nes su juo galima sistemingai palyginti fluoksetino, venlafaksino
ir mirtazapino sgveikg su serumo albuminu.(10)

Tyrimo tikslas: IStirti fluoksetino, venlafaksino ir mirtazapino sgveika su biomolekulémis taikant kvarco
kristalo mikrogravimetrijg su disipacijos stebéjimu (QCM-D) metoda.

Tyrimo uzdaviniai:

1. Istirti fluoksetino sgveikg su jaucio serumo albuminu, nustatant jungimosi kinetika.

2. Istirti venlafaksino sgveika su jaucio serumo albuminu, nustatant jungimosi kinetika.

3. [IStirti mirtazapino sgveika su jaucio serumo albuminu, nustatant jungimosi kinetika.

4. Palyginti fluoksetino, venlafaksino ir mirtazapino sgveikos ypatumus, remiantis QCM-D analizés

rezultatais.



1. LITERATUROS APZVALGA

1.1. Kvarco kristalo mikrogravimetrija su energijos disipacijos stebéjimu

Kvarco kristalo mikrogravimetrija su energijos disipacijos steb¢jimu (QCM-D) yra
pjezoelektrinis matavimo metodas, skirtas realiu laiku stebéti masés pokycius ir vizkoelastines savybes
ant kietojo pavirSiaus. Matavimo metu ant pjezoelektrinio kvarco kristalo, kuris svyruoja tam tikru
rezonansiniu dazniu, adsorbuojasi tiriamos medziagos molekulés (11). Kai ant kristalo pavir$iaus nuséda
mase€, jo svyravimo daznis sumazgja, §j reiSkinj yra apras¢s Sauerbréjus savo lygtimi. Sauerbréjaus lygtis
nusako tiesinj rys] tarp rezonansinio daznio pokycio (Af) ir ant kristalo pavirSiaus nusédusios masés
poky€io (Am) (1 lygtis), kur C yra kristalui biidinga jautrumo konstanta (paprastai 17,7 ng:cm2-Hz™!

standartiniam 5 MHz kristalui), o n yra harmonikos numeris (12).

Am = —C - Af/n (D

Si lygtis remiasi tuo, kad nusédusi masé yra kieta, plona, tolygiai pasiskirs¢iusi ir visiskai
susijungusi su kristalo pavirSiumi, t. y. ji svyruoja kaip vientisas vienetas kartu su kristalu, aiSku realybéje
taip biina retai, tod¢l buvo pradéta matuoti disipacija. Disipacija Siame metode reiSkia energijos sklaidg
(angl. dissipation), svyravimy slopinima, kuris leidzia jvertinti adsorbuoto sluoksnio struktiirines
savybes, jo kietumg ar lankstuma. Jei sluoksnis yra kietas ir plonai prisisotings, energijos sklaida yra
maza, o mas¢ gali biiti apskai¢iuojama tiesioginiu Sauerbréjaus modeliu. Taciau jei sluoksnis yra
minkstas, vizkoelastinis, svyravimai slopsta stipriau, ir tuomet Sauerbréjaus lygtis nebéra tinkama,
taikomi sudétingesni modeliai, pavyzdziui, Voigt modelis, kuris jvertina tiek sluoksnio elastinguma, tiek
klampuma (13).

Siuolaikiniai QCM-D prietaisai (pvz., Q-Sense E4, Biolin Scientific) leidZia tuo pa¢iu metu
matuoti kelis harmoniky numerius (1, 3, 5, 7, 9, 11, 13), kas suteikia papildomos informacijos apie
sluoksnio homogeniskuma ir struktiira. Jei skirtingy harmoniky AF/n reikSmés sutampa, tai reiskia, kad
adsorbuotas sluoksnis yra standus ir galima pritaikyti Sauerbréjaus lygti. Jei jos skiriasi, sluoksnis yra
viskoelastiskas ir reikalinga kitokio modelio analizeé (14).

Matavimai atlieckami naudojant QCM-D prietaisus, kuriy pagrindiné¢ sudedamoji dalis yra plona
kvarco plokstelé su aukso ar kito metalo elektrodais. Prietaisas iSmatuoja kelias harmonikas vienu metu,
o tai suteikia papildomos informacijos apie sluoksnio homogeniskumg ir storj (15). QCM-D yra ypac
vertingas biologiniy sistemy tyrimuose, nes tai yra metodas, turintis didelj jautrumga, nereikalaujantis
zyméjimo ir jis neardo tiriamy medziagy (16). QCM-D metodas placiai taikomas lipidy dviguby
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sluoksniy formavimosi, baltymy adsorpcijos, polimery pléveliy augimo ir DNR hibridizacijos tyrimuose.
Svarbu paminéti, kad QCM-D metodu negalima matuoti sausy medziagy, tai reiSkia, kad kartu su
tiriamomis molekulémis yra matuojamas ir vanduo, kurj jos sulaiko, todél gauta masé¢ gali skirtis nuo
sausosios masés, nustatytos kitais metodais (14). D¢l Sios priezasties QCM-D daznai derinamas su
optiniais metodais, tokiais kaip spektriné elipsometrija ar PPR, siekiant i§samiau iStirti tiriamg pavirSiy

(17).
1.2. QCM-D metodo tyrimo eiga

QCM-D eksperimentui naudojamas plonos kvarco plokstelés sensorius su aukso arba kito metalo
elektrodais, kuris yra patalpinamas j mazo tiirio t¢kmés celg. Eksperimento pradzioje sensoriaus pavirSius
yra paruoSiamas — valomas ir, jei reikia, modifikuojamas imobilizuojant receptoriaus molekules, kurios
sulaikys tiriamg analite. Tada per t€kmés celg pastoviu greiciu yra praleidZziamas buferinis tirpalas, kol
uzsitvirtina stabili baziné daznio ir disipacijos linija, rodanti, kad sistema yra pusiausvyroje (18).
Pasiekus stabilig bazing linijg, ] tékmés cele yra jleidZiamas tiriamasis tirpalas, ir jeigu analités molekulés
prisijungia prie sensoriaus pavirSiaus, fiksuojamas rezonansinio daZnio sumaz¢jimas (Af) — tai yra

asociacijos faze, kurios metu pavirSiuje kaupiasi mase (pav. 1). Kartu stebimas disipacijos pokytis (AD)

A
- : .. : . L4 ..
b

.‘2 a e {'\, Dissociation
g L) L4 L] % Kn~
[+]
7]
c
o Association
o K Regeneration
7)) *Non
<]
o

Concentration | . »

. Kﬂ ‘ :
8 \'_ I a
, >
Time

pav. 1. Jprasto QCM-D eksperimento saveikai jvertinti tarp analités molekulés ir
receptoriaus molekulés schematiné iliustracija (67).
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suteikia informacijos apie besiformuojancio sluoksnio vizkoelastines savybes (14). Pasiekus prisotinimo
faze, kai Af ir AD stabilizuojasi, signalai nebesikeicia ir tai rodo, kad laisvos prisijungimo vietos yra
uzpildytos. Tuomet vél praleidziamas grynas buferinis tirpalas ir stebima disociacijos fazé — jei dalis
molekuliy atsipalaiduoja nuo pavirSiaus, daznis grjzta aukstyn. Nepakites daznis po plovimo rodo, kad
molekuliy prisijungimas yra negrjztamas (18). Jei prisijungimas yra negriztamas, bet reikia nuplauti
prisijungusias analites, tada yra vykdoma regeneracija, kurios metu yra denatiiruojamas receptorius, prie

kurio prisijunge analité ir po to viskas nuplaunama ir eksperimenta galima kartoti (19).

1.3. Saveikos kinetiniai modeliai

Tiriant sgveikas tarp baltymy, kinetikos skaiiavimai gali neatitikti tradiciniy modeliy, dél
susidariusiy stipriy negriztamy saveiky tarp receptoriaus ir analités molekuliy arba analitei sgveikaujant
su keliomis receptoriaus molekulémis (20). Tokiu atveju gali biti pritaikyti kiti skai¢iavimai kaip dviejy
zingsniy modelis, kuris yra daznai naudojamas jvertinti antikiiny ir antigeny imuniniy kompleksy

formavimasi.

[4b] + [Ag] S kd [Ab/Ag]" S [Ab/Ag] @

Pirmasis Zingsnis apra$o antikiino (Ab) ir antigeno (Ag) komplekso [Ab/Ag] formavimasi. Sio
komplekso formavimosi greitj ir afiniSkumga tarp [Ab] ir [Ag] apibiidina asociacijos greiCio konstanta
(ka). Susiformavus kompleksui, sgveika tarp [Ab] ir [Ag] gali biiti negrjztama ir apibiidinama stabiliy
imuniniy kompleksy formavimosi grei¢io konstanta (kr) arba molekulés gali nutolti viena nuo kitos, kg
parodo disociacijos greiCio konstanta (kd). Antikiino ir antigeno sgveikos procesas yra dalinai
negrjztamas ir dél to yra naudojamas dviejy zingsniy modelis. Laiko tarpas, per kurj antiktino ir antigeno
kompleksas spontaniskai disocijuoja, yra daug ilgesnis negu asociacijos greitis, kas yra biidinga tarp

didelio afiniSkumo antikiiny ir antigeny (20,21) .

1.4. Antidepresanty vartojimo tendencijos pasaulyje

Antidepresanty vartojimas tiek Europos, tiek kity kontinenty Salyse nuosekliai auga jau kelis
deSimtmecius. Pagal Ekonominio bendradarbiavimo ir plétros organizacijos (OECD) duomenis,
daugelyje Vakary Europos Saliy antidepresanty suvartojimas nuo 2000 iki 2021 mety iSaugo daugiau nei
du kartus, matuojant nustatyta paros doze (DDD) 1000 gyventojy per dieng. Ypac¢ spartus augimas
stebimas Islandijoje, Portugalijoje, Kanadoje ir Australijoje, kur antidepresanty vartojimas vir§ija 80—

100 DDD/1000 gyventojy/diena (1). Sig tendencija lemia ne tik didéjantis paplitimas, bet ir geresné
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diagnozavimo praktika, mazéjanti psichiatrinio gydymo stigma bei besikeiCian¢ios gydymo gairés,
skatinancios ilgesnj gydymo kursa (22).

Si problema taip pat lie¢ia ir Lietuva. I§ VVKT ataskaitos apie Lietuvoje suvartojamus vaistus
matosi akivaizdus antidepresanty vartojimo augimas. Bendras antidepresanty suvartojimas nuo 2019 iki
2024 mety pakilo nuo 35,390 iki 45,123 DDD/1000 Lictuvos gyventojy per diena. Siame darbe tiriamy
antidepresanty vartojimas tais paciais metais taip pat pakilo: fluoksetino — nuo 0,796 iki 1,5432;
mirtazapino — nuo 5,171 iki 6,310; Venlafaksino — nuo 1,479 iki 2,338 DDD/1000 Lietuvos gyventojy
per dieng (1 Lentelg).

lentelé 1. Fluoksetino, mirtazapino ir venlafaksino suvartojimas Lietuvoje 2019-2024 metais(23).

ATC Pavadinimas DDD/1000 Lietuvos gyventoju/per diena
kodas 2019 2020 2021 2022 2023 2024
metai metai metai metai metai metai

NO6A Antidepresantai 35,390 |36,805 |37,396 |40,113 |42,424 | 45,136

NO6AB03 | Fluoksetinas (DDD | 0,796 0,870 1,066 1,265 1,387 1,5432
20 mg)

NO6AX11 | Mirtazapinas (DDD | 5,171 5,766 5,642 5,932 6,035 6,310
30 mg)

NO6AX16 | Venlafaksinas (DDD | 1,479 1,700 1,690 1,924 2,205 2,338
0,19)

1.5. Serumo albumino funkcija ir struktiira

Vienas svarbiausiy veiksniy, b
lemianc¢iy vaisty pasiskirstyma kraujyje, yra ne p
Ju gebéjimas jungtis su plazmos baltymais, i$ ¢’
J

kuriy  reikSmingiausias  yra  serumo
albuminas. Albuminas sudaro didzigja dalj J(,
kraujo plazmos baltymy ir atlicka esminj |Pemainill A

vaidmenj palaikant onkotinj slégi bei

perneSant endogenines ir egzogenines Suonh €
« /)’" {\:A Sudlow |
medziagas (24,25). Vaisty jungimasis prie w J e T
w X

. . . €
albumino yra griztamas procesas, nuo kurio ¢ » mi—
priklauso laisvos, farmakologiskai aktyvios
vaisto frakcijos koncentracija (26). Stipriai pav. 2 Zmogaus serumo albumino struktiira su

pazymétomis sudlow I ir II vietomis
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prie albumino prisijunge vaistai pasizymi mazesne laisva koncentracija plazmoje, taciau ilgesniu
cirkuliacijos laiku (27,28).

Zmogaus serumo albuminas (ZSA) yra 66,5 kDa monomeriné struktira, sudaryta i§ 585
aminoragsciy ir pasizyminti trimis homologiniais domenais (I, II, I1II), kiekvienas i$ kuriy susideda i$
dviejy subdomeno (A ir B) pory (pav. 2.) (29). Dél unikalios struktiiros albuminas turi kelias hidrofobines
kiSenes, kurios yra pagrindinés vaisty jungimosi vietos. Sudlow I ir Sudlow II yra pagrindinés ir
geriausiai apibtdintos jungimosi vietos, prie kuriy jungiasi didZioji dauguma vaisty molekuliy. Sudlow
I vieta (ITA subdomenas) pirmenybe teikia dideliems, neigiamai jkrautiems arba neutraliems junginiams,
o Sudlow Il vieta (111 A subdomenas) yra labiau linkusi prie mazesniy, aromatiniy ir lipofilisky molekuliy
(30,31)

JauGio serumo albuminas (JSA), kuris naudojamas $iame darbe, su ZSA dalijasi 76 %
aminorigsciy sekos tapatumo ir 80 % struktirinio panasumo (32). Nors pagrindinis hidrofobiniy
jungimosi viety iSdéstymas yra analogiskas, pastebéti tam tikri skirtumai Sudlow II vietoje — skirtingas
triptofano likucio pozicija lemia Siek tiek skirtingg kai kuriy ligandy afinitetg. Nepaisant to, JSA laikomas
tinkamu ir plagiai naudojamu ZSA modeliu in vitro farmakologiniuose tyrimuose, kadangi pagrindinio

vaisty jungimosi pobiidis iSlieka panasus (33,34).

1.6. Antidepresanty veikimo mechanizmai ir klasifikacija

Siuolaikiniai antidepresantai veikia per kelis skirtingus mechanizmus, kuriy pagrindinis tikslas —
valdyti monoaminy (serotonino, noradrenalino ir dopamino) kiekj centrinéje nervy sistemoje. Siy vaisty
veikimas paremtas monoaminy Signalo perdavimo valdymu centrinéje nervy sistemoje. NoOrs
antidepresanty klinikinis poveikis dazniausiai pasireiskia tik po keliy savai¢iy gydymo, jy ilgalaikis
vartojimas gali reikSmingai pagerinti pacienty gyvenimo kokybe (35).

Pagal veikimo mechanizmg antidepresantai skirstomi j kelias pagrindines klases. Placiausiai
vartojami selektyviis serotonino reabsorbcijos inhibitoriai (SSRI), kurie laikomi pirmo pasirinkimo
vaistais dél didesnio saugumo ir geresnio toleravimo, palyginus su senesnémis antidepresanty klasémis
(36). Serotonino ir noradrenalino reabsorbcijos inhibitoriai (SNRI) veikia platesnj neuromediatoriy
spektra ir daznai pasirenkami esant sunkesnéms depresijos formoms arba gretutiniam létiniam skausmui.
Tuo tarpu noradrenerginiai ir specifiniai serotonerginiai antidepresantai (NaSSA), pasizymi unikaliu
veikimo mechanizmu ir daZnai naudojami pacientams, kuriems buidingi miego sutrikimai ar stipriis

nerimo sutrikimai (35).
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1.7. Fluoksetino, venlafaksino ir mirtazapino struktiros ir veikimo ypatumai

Fluoksetinas priklauso selektyviy serotonino H
reabsorbcijos inhibitoriy (SSRI) klasei. Jo veikimo ;N
mechanizmas grindziamas selektyviu serotonino
transporterio (SERT) blokavimas presinaptinéje
membranoje, dél ko serotoninas ilgiau iSlieka
sinaptinéje  plySyje ir sustiprina serotonerging
neurotransmisijg (35). Molekulé¢ pasizymi rysSkiu

lipofiliSkumu (logP = 4,05), kurj lemia trifluorometilo

O

&/ F

pav. 3. Fluoxetino strukttra

grupé fenoksi Ziede — vienas hidrofobiskiausiy pakaity farmakologijoje (37,38). Si grupé kartu su

pagrindiniu fenilo ziedu suteikia molekulei ploks¢ig forma, tinkancig jsisprausti  siaurg ir gilig albumino

ITA subdomena (Sudlow I vieta), kurioje vyrauja hidrofobinés sgveikos (39,40). D¢l Sio kombinuoto

hidrofobinio ir elektrostatinio mechanizmo fluoksetinas jungiasi prie serumo albumino su dideliu

afinitetu, o tai tiesiogiai veikia vaisto pasiskirstymg ir biologinj prieinamumg (41).

Venlafaksinas priklauso serotonino ir noradrenalino
reabsorbcijos inhibitoriy (SNRI) klasei ir pasizymi dvigubu
veikimo mechanizmu - slopina SERT ir noradrenalino
transporter] (NET), nors mazesnémis dozémis vyrauja
serotonerginis  aktyvumas (42). Struktiriniu poZziliriu
venlafaksinas skiriasi nuo fluoksetino tuo, kad jis Zymiai
poliskesnis. Molekulé neturi halogeniniy pakaity, o laisvoji
hidroksilo grupé¢ cikloheksano ziede ir metoxi grupé fenilo
ziede suteikia molekulei amfifiliniy savybiy. LogP reikSmé
(0,43) ir lipofiliSkumas yra Zymiai maZesni nei fluoksetino (38).
D¢l Sios priezasties venlafaksino prisijungimas prie plazmos

baltymy yra reikSmingai mazesnis nei fluoksetino (43).

OH
N~

O

pav. 4 Venlafaksino struktiira

~

Venlafaksino jungimosi analizés duomenimis, vaistas prie albumino jungiasi Sudlow I vietoje per

silpnesnes m—m sgveikas (palyginus su fluoksetinu) tarp fenilo Ziedo ir albumino aromatiniy liekany,

papildomai stabilizuojamas vandeniliniy rySiy tarp metoxi ir hidroksilo grupiy bei albumino polinio

jungimosi vietos (44).
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Mirtazapinas priklauso noradrenerginiy ir specifiniy
serotonerginiy antidepresanty (NaSSA) klasei ir pasizymi
unikaliu, kity antidepresanty neturimu veikimo mechanizmu —
blokuoja presinaptinj a2-adrenoreceptoriy autoreceptoriy, taip
padidindamas noradrenalino ir serotonino iSsiskyrima, o ne N
slopindamas jy reabsorbcija (45). Mirtazapinas yra tetracikliné N
molekulé, susidedanti i§ benzodiazepinopiridazino sistemos,
kuri suteikia jai ploksc¢ig, didel; aromatinj pavirSiaus plota, Sis \ /
bruoZas yra svarbus norint suprasti jo jungimosi prie albumino
savybes. Mirtazapino logP (2,9) patenka ] tarpg tarp pav. 5 Mirtazapino struktiira
venlafaksino ir fluoksetino (38). Tetracikling struktiira yra labai
panasi | tricikliniy antidepresanty (TCA) pagrinda, kuriy jungimasis prie albumino yra gerai Zinomas.
Kaip ir TCA, mirtazapinas jungiasi prie albumino Sudlow I vietos, kur didelé aromatiné sistema gali

maksimaliai i§naudoti hidrofobines n—n sgveikas (45,46).

1.8.Terapinis vaisty monitoravimas ir jy koncentracija plazmoje

Terapinis vaisty monitoravimas (TDM) yra esminé¢ klinikiné priemoné optimizuojant
antidepresanty gydyma. Atnaujintose TDM rekomendacijose psichiatriniams vaistams pateikiamos
terapinés nuorodos, kurios nusako antidepresanty lygius paciento plazmoje. Fluoksetinui
rekomenduojamas terapinis langas yra 120-500 ng/mL (0,36—1,5 uM), venlafaksinui — 100—400 ng/mL
(~0,3—-1,2 uM), o mirtazapinui — 30-80 ng/mL (0,1-0,27 uM) (41,47). Sios koncentracijos atspindi vaisto
lygius visoje plazmoje, tai reiSkia ir laisvo, ir prie baltymy prisijungusio vaisto kiekiai yra neatskiriami
standartiniais metodais (48,49).

Atsizvelgiant j Siuos duomenis, in vitro QCM-D tyrimuose pasirenkamos koncentracijos turi biiti
pakankamai Zemos, kad i$likty farmakologiSkai reikSmingos, bet kartu pakankamai didelés, kad biity
uztikrintas patikimas metodo signalas. Siame tyrime kiekvieno antidepresanto saveika su jau¢io serumo
albuminu bus tiriama naudojant tris koncentracijas — 0,1 uM, 1 uM ir 10 uM. Tokia koncentracijy seka
leidzia jvertinti sgveikos priklausomybe nuo koncentracijos: 0,1 uM atspindi apating terapinio intervalo
ribg, 1 uM — viduting kliniSkai reikSminga koncentracija, o 10 pM — aukStesne, taCiau tyrimuose

naudojamg koncentracija (41).
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1.9. QCM-D metodo palyginimas su kitais metodais biomolekuliy saveiky
tyrimuose

QCM-D metodas yra placiai naudojamas baltymo—ligando sgveiky tyrimuose. Jis tapo svarbia
priemone tiriant vaisty saveikg su imobilizuotais baltymais ar modelinémis membranomis (50). Taip
atsitiké, nes QCM-D metodas leidzia gauti kinetinius parametrus (ka, kd) realiuoju laiku, be papildomy
zyméjimy, kas yra didelis privalumas prie§ dauguma kity metody (51).

Lyginant su fluorescencine spektroskopija, QCM-D leidzia tirti sgveikas be molekuliy Zyméjimo
ir suteikia tiesioging informacijg apie jungimosi kinetikg. Fluorescenciné spektroskopija daZniausiai
pateikia netiesioginius duomenis ir yra jautri signaly persidengimui (52). Palyginti su izotermine
titravimo kalorimetrija, QCM-D reikalauja mazesniy tiriamyjy medziagy kiekiy ir yra jautresnis mazy
molekuliy sgveikai, taciau nesuteikia tiesioginés informacijos apie termodinaminius parametrus (53).
Palyginti su pavirSiaus plazmony rezonansu, QCM-D papildomai leidzia jvertinti adsorbuoto sluoksnio
mechanines savybes, nors abiem metodams budingas baltymo imobilizavimo poreikis (54).
Ultrafiltracijos metody atzvilgiu QCM-D iSsiskiria galimybe tirti sgveikas dinaminémis, o ne tik

pusiausvyros sglygomis (53).

1.10 Vaisty saveika per albumino jungimosi vietas ir jos klinikiné reik§mé

Kadangi serumo albuminas turi ribotg skaiciy didelio afiniteto jungimosi viety, jungimosi
konkurencija tarp keliy vienu metu vartojamy vaisty yra kliniSkai reikSmingas reiSkinys. Kai du ar
daugiau vaisty varzosi dé¢l to paties jungimosi taSko albumine, stipresnis ligandas gali iSstumti silpnesnj,
staigiai padidindamas jo laisvg koncentracijg kraujyje ir tokiu biidu — farmakologinj aktyvumag bei
Salutinio poveikio rizika (55). Sis mechanizmas ypa¢ aktualus vaistams, kuriems bidingas didelis
jungimasis su plazmos baltymais, nes net nedidelis laisvos frakcijos padidé¢jimas gali turéti kliniSkai
reikSmingg poveikj (26).

Labai gerai dokumentuotas §io reiskinio pavyzdys yra varfarino ir stipriai albuming riSanciy
vaisty sgveika. mazdaug 99 % varfarino prisijungia prie albumino Sudlow I vietos, tod¢l net 1-2 %
laisvos frakcijos padidéjimas gali sukelti per daug stipry antikoaguliacini poveikj ir kraujavimo
komplikacijas (56). Klinikiniai duomenys rodo, kad fluoksetinas, kuris taip pat jungiasi prie Sudlow I
vietos ir pasiZzymi dideliu albumino afinitetu, gali konkuruoti su varfarinu dél jungimosi viety, bei
papildomai slopina jo metabolizmg per CYP2C9 fermenty sistema — dél Sios dvigubos saveikos gali
padidéti kraujavimo rizika (57).

Dar svarbu paminéti, kad i§stimimas i§ albumino jungimosi viety ne visada lemia reik§minga

ilgalaikj laisvos vaisto frakcijos padidéjimag. ISstumtas vaistas paskirstosi j audinius, metabolizuojamas
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ir Salinamas greiciau, todé¢l laisvos koncentracijos padidéjimas daznai biina laikinas (58). Nepaisant to,
vaistams su siauru terapiniu langu — tokiems kaip varfarinas, fenitoinas ar valproiné rugstis — net

trumpalaikiai laisvos koncentracijos svyravimai gali turéti klinikine reik§me (25,59).
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2. TYRIME NAUDOTOS MEDZIAGOS IR METODIKA

2.1. Tyrimo dizainas

Eksperimentinis lyginamasis tyrimas, kuriame taikant QCM-D metoda nustatomos skirtingy

antidepresanty (venlafaksino, mirtazapino ir fluoksetino) sgveikos ir jungimosi kinetika su jaucio serumo

albuminu (JSA). JSA imobilizuojamas ant aukso sensoriaus pavir§iaus per 11-merkaptoundekanoing

rugsties aktyvacines grupes. Kiekvienas antidepresantas tiriamas stebint daznio ir disipacijos pokycius

realiu laiku.

2.2. Tyrimo objektas

Antidepresanty vaisty kapsulése ir tabletése, esanCios veikliosios medziagos — venlafaksinas,

mirtazapinas ir fluoksetinas.

lentele 2. Tiriami vaistiniai preparatai. (29-31)

Veiklioji medziaga

Farmaciné forma ir stiprumas

Pagalbinés medZiagos

Venlafaksinas
(venlafaksino

hidrochlorido pavidalu)

150 mg pailginto atpalaidavimo

kietosios kapsulés

Sacharoz¢, kukuriizy krakmolas,
hidroksipropilceliulioze (E463),
povidonas (E1201), etilceliuliozé,

dibutilo sebakatas ir talkas (E553B)

Fluoksetinas
(fluoksetino

hidrochlorido pavidalu)

20 mg kietosios kapsulés

Pregelifikuotas kukurtizy krakmolas,

dimetikonas.

Mirtazapinas

(mirtazapino pavidalu)

15 mg burnoje disperguojamos

tabletés

Manitolis, mikrokristaliné celiuliozé,
sunkusis magnio subkarbonatas,
hidroksipropilceliulioze,
krospovidonas, bevandenis koloidinis
silicio dioksidas, L-metioninas,
mikrokristaliné celiuliozé ir guaro
lipai, aspartamas (E 951), apelsiny
skonis (maltodekstrinas, gumiarabikas
(E414), triacetinas (E1518), gliukoze,
natrio sulfitas (E221) ir kvapiosios

medZiagos) ir magnio stearatas.
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2.3. Tyrime naudoti reagentai, priemonés ir jranga

lentelé 3. Tyrime naudoti reagentai, priemonés ir jranga.

Tyrime naudoti reagentai

Gamintojas, Salis

Metanolis

Honeywell, Pranctzija

11-merkaptoundekanoiné riigstis (11-MUR)

Sigma-Aldrich, JAV

N-hidroksisukcinimidas (NHS)

Sigma-Aldrich, JAV

N-(3-dimetilaminopropil)-N*-etilkarbodiimido
hidrochloridas (EDC)

Roth, Vokietija

Fosfatinio buferio tirpalas (PBS)

Roth, Vokietija

Etanolamino hidrochloridas

Sigma-Aldrich, JAV

Druskos riigstis (HCI)

Roth, Vokietija

Glicinas

Roth, Vokietija

Jaucio serumo albuminas (JSA)

Sigma-Aldrich, JAV

Tyrime naudotos priemonés

Gamintojas, Salis

QCM-D sensorius

Biolin Scientific, Svedija

Pipetmanas

Eppendorf SE, Vokietija

Analitinés svarstyklés

RADWAG, Lenkija

Tyrime naudota jranga

Gamintojas, Salis

QCM-D aparatas

Biolin Scientific, Svedija

Peristaltiné pompa ,,Ismatec IPC*

Cole-Parmer, Sveicarija

Ultragarso vonelé ,,EMAG Emmi-40 HC*

EMAG-AG, Vokietija

QCM-D daznio (AF) ir disipacijos (AD) matavimai atlikti naudojant ,,QSense Explorer* veikiantj
5 MHz pagrindiniu dazniu ir galintj vienu metu uzregistruoti septynias harmonikas iki ~65 MHz. QCM-
D matavimai uzregistruoti naudojant ,,QSoft401° ir analizuoti naudojant ,,QSense dfind“ programing

jrangg. Tolesni matematiniai skai¢iavimai buvo atlikti naudojant ,,Origin® programing jrangg.

2.4. Metodika
1. Reagenty paruoSimas:

1 mM 11-MUR 20 ml tirpalas buvo paruostas 4,3672 mg 11-MUR iStirpinus 20 ml metanolio
tirpale. 0,1 M NHS 4,5 ml tirpalas buvo paruostas 51,7905 mg NHS istirpinus 4,5 ml distiliuoto vandens.
0,4 M EDC 4,5 ml tirpalas buvo paruostas 279,432 mg EDC istirpinus 4,5 ml distiliuoto vandens. 7,4 pH

PBS 200 ml tirpalas buvo paruostas jmetus PBS tablet¢ 1 200 ml distiliuoto vandens ir sumaisius

19



naudojant magneting maisykle. 8,5 pH 1 M etanolamino 40 ml tirpalas buvo paruostas 2,41 ml
etanolamino tirpalo uzpylus distiliuotu vandeniu iki 25 ml ir sumazinus pH iki 8,5, naudojant HCI,
pasiekus reikiamg pH tirpalas uzpilamas distilivotu vandeniu iki 40ml. 2 pH 10 mM glicino-HCI 50 ml
tirpalas buvo paruostas 40 mg glicino ir 0,045 ml HCI istirpinus 40 ml distiliuoto vandens ir toliau
pakoregavus pH iki 2, naudojant NaOH ir HCl, ir galiausiai uzpylus distiliuotu vandeniu iki 50 ml. 1%
JSA 5 ml tirpalas buvo paruostas 50 mg JSA iStirpinus 5 ml distiliuoto vandens.

2. Mirtazapino, venlafaksino ir fluoksetino tirpaly paruoSimas:

Antidepresanty tirpalai néra paprasta paruosti, nes jy veikliosios medZiagos blogai tirpsta
vandenyje, tod¢l 1§ pradziy reikia vaistg iStirpinti DMSO, tada viska praskiesti su buferiniu PBS tirpalu.
iki norimy koncentracijy (0.1, 1, 10 ir 100 uM). D¢l skirtingy vaistinés medziagos kiekio vaistuose
(venlafaksino — 150 mg, fluoksetino — 20 mg, mirtazapino — 15 mg) kiekvienam antidepresantui reikéjo
atlikti skirtingus praskiedimus, kad buty gaunamos norimos koncentracijos.

Mirtazapino tirpalas buvo gautas vieng 15 mg tablete jdéjus 1 10 ml DMSO tirpalo ir su magnetine
maiSykle iSmaisius, kol viskas iStirpo ir buvo gautas 5629.9 uM tirpalas. Tada i$ Sio skys¢io buvo paimti
17.7 ml ir sumaiSyti su 982.3 ul PBS tirpalo, taip gaunant 100 uM koncentracijos standartinj tipala, kuris
buvo naudojamas kity koncentracijy tirpaly gavimui. 0.1 uM koncentracijai gauti buvo paimtas 1 ul
standartinio tirpalo ir sumaisytas su 999 ul PBS tirpalo. 1 uM tirpalau gauti buvo daroma tas pats, tik
paimta 10 pl standartinio tirpalo ir 990 ul PBS. Su 10 uM vél tas pats — 100 pl standartinio ir 900 ul PBS
Fluoksetino tirpaly paruoSimas vyko taip pat, tik pirmasis Zingsnis skyrési, dé¢l didesnio vaisto kiekio
kapsuléje (20 mg). Viena jo kapsulé buvo istirpinta 10 ml DMSO tirpalo, taip gaunant 6465.8 uM tirpala.
Tada buvo vél paruoSiamas standartinis tirpalas, paimant 15.5 pl DMSO tirpalo ir jj sumaiSius su 984.5
ul PBS tirpalo, taip gaunant 100 uM koncentracijos standartinj tirpalg. IS Sio standartinio tirpalo taip pak
kaip ir su mirtazapinu buvo paruostos 0.1, 1, ir 10 uM koncentracijos. Venlafaksinu reikéjo praskiesti
truputi kitaip, dél didesnio vaistinés medziagos kiekio kapsuléje (150 mg). Vienas venlafaksino kapsulés
turinys buvo iStirpintas 10 ml DMSO tirpalo, taip gaunant 54.02 mM tirpalg. Tada 1.85 pl Sio tirpalo
buvo praskiesti su 998.15 ul PBS tirpalo, gaunant 100 uM venlafaksino standartinj tirpala. Po to vél buvo
kartojami skiedimai, kol gautos visos koncentracijos (0.1, 1, 10 ir 100 uM).

3. QCM-D sensoriaus paruoSimas eksperimentui:
QCM-D sensorius i§ pradziy buvo i§valytas ji panardinus j dejonizuota vandenj, po to i metanoli,

abu kartus naudojant ultragarsing vonia. Po valymo sensorius buvo panardintas j | mM 11-MUA tirpala
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18 val., kad susidaryty savitvarkis monosluoksnis (SAM). Susidarius SAM, sensorius buvo paliktas

dzititi ore, kad iSgaruoty ant pavirSiaus likes metanolis, po to jis patalpinamas | QCM-D moduli.

HE O ey
H o ?Iigaru:lentides
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11:MUA EDC cy NHS Tligcnuclenﬁdes
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(a) 11-MUA SAM (b) EDC Crosslinker  (c) Amine-reactive  (d) Amine terminated
NHS Ester oligonucleotide

pav. 6. EDC/NHS amino prijungimo schema (a) 11-MUA SAM dangos susidarymas. (b) EDC skersiniy
rys$iy aktyvuotojo jvedimas; (c) aminy aktyvinimas su NHS pagalba; (d) 11-MUA SAM jungimasis su
amino grupg turinéiu oligonukleotidu.

Idéjus sensoriy modulio kamera buvo uZpildyta PBS tirpalu, siekiant nustatyti bazing linijg ir
sudrekinti pavirSiy. Véliau NHS ir EDC tirpalai buvo lygiomis dalimis sumaiSyti ir suleisti j kamera, ten
juos laikant tris kartus po 5 min., siekiant aktyvuoti 11-MUA karboksilo grupes. Po to, j kamera buvo
suleistas 1% JSA tirpalas, jis ten buvo laikomas 1 val., kad kuo daugiau jo prisijungty prie 11-MUA SAM
(pav. 6). Taip atlikta imobilizacija yra nekryptinga, bet nuo to sgveika tarp JSA ir tiriamy antidepresanty
reikSmingai nesikei¢ia. JSA nuplovus PBS tirpalu buvo atliktas likusiy aktyviy 11-MUA karboksilo
grupiy blokavimas, naudojant 1 M etanolamindo tirpalg. Tai buvo daroma, kad tiriamasis vaistas
prisijungty tik prie JSA, o ne prie 11-MUA karboksilo grupiy.

4. QCM-D matavimas:

Pries atlieckant matavimus | QCM-D aparato kamerg turi biiti jleidziamas PBS tirpalas ir
palaukiama, kol stabilizuojasi bazin¢ linija. Atsiradus bazinei linijai yra jleidziamas tiriamasis tirpalas ir
ten laikomas 1 val., kol vyksta matavimas. Po valandos meéginys yra nuplaunamas PBS tirpalu ir
atliekama regeneracija su 10 mM glicino tirpalu. Atlikus regeneracija matavima galima atlikti su kitu
meéginiu.

Eksperimento metu buvo matuojamas méginio disipacijos (AD) ir daznio (AF) poky¢iai.
Disipacijos pokytis mateési tik ties tre€ia harmonika ir daznio pokytis buvo per mazas, nepriklausomai
nuo tirpalo koncentracijos, kad bty galima ja naudoti tolimesniuose skaic¢iavimuose.

Tyrimo pradZioje buvo méginta atlikti matavimus su maZesnémis antidepresanty

koncentracijomis (0.1, 1 ir 10 pM), bet tirpaly disipacijos pokyc¢iai labai maZzai skyrési vienas nuo kito ir
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buvo tiesiog per mazi, kad biity galima juos naudoti apskai¢iuojant kinetikg ir termodinamika, todél buvo
pasirinkta didesné koncentracija visoms tiriamoms medziagoms — 100 uM (pav. 7). Grafike matosi, kad
AD tarp 0.1 ir 10 uM yra tik 0.3x107®, §is skai¢ius yra per mazas norint atrasti kinetikos skirtumus tarp

skirtingy vaisty koncentracijy.

Mirtazapinas
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pav. 7. Skirtingy koncetracijy (0.1, 10 ir 100 uM) mirtazapino disipacijos skirtumo
(AD) matavimai, eksperimento metu.

2.5. Rezultaty analizé

[vertinti sgveikos tarp imobilizuoty antidepresanty (mirtazapino, venlafaksino ir fluoksetino) ir
JSA kinetinius parametrus bei termodinamika buvo panaudotas dviejy zingsniy matematinis modelis.
Atlikus QCM-D disipacijos (AD) laike duomeny normalizavimg buvo pritaikytas modelis apskaiciuojant
asociacijos greicio, disociacijos grei€io ir sulaikymo konstantas. IS $iy rezultaty toliau buvo apskaiciuota:
asociacijos konstanta (Ka), disociacijos konstanta (Kp) ir Gibso laisvoji energija (AG). R yra dujy
konstanta, kuri yra lygi 8.314 J K'mol' , o T yra reakcijos temperatiira lygi kambario temperatiirai

1Sreikstai kelvinais.
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Ky = k_d (3)
kg

Kp = k. (4)

AG = —RTInK, (5)

Duomeny normalizavimas buvo atlickamas atskai¢iuojant prading bazing disipacijos verte (Do),
fiksuotg pries antidepresanto tirpalo jleidimg. Taip gauti normalizuoti AD duomenys atspindi gryng
sagveikos su JSA sukelto disipacijos pokyti. Visos kreivés buvo normalizuotos iki atitinkamo laiko
momento to = 0, kuris atitiko analités tirpalo kontakto su sensoriumi pradzig. Toks normalizavimas leido
palyginti skirtingy antidepresanty kinetikos kreives toje pacioje koordinaciy sistemoje, nepriklausomai
nuo absoliutiniy pradiniy disipacijos reikSmiy skirtumo.

Visy antidepresanty sgveikos su JSA termodinaminiai parametrai buvo apskaiCiuoti 1§
pusiausvyros asociacijos konstantos (Ka) naudojant (5) lygti. AG yra apskai¢iuojama prie pastovios
temperatiiros (T = 298,15 K, atitinkanti¢ios kambario temperatiirg 25 °C). Neigiama AG reikSme rodo,

kad sgveika vyksta spontaniSkai, tai kuo didesné neigiama verte, tuo energetiskai palankesné saveika.
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3. REZULTATAI

3.1. Mirtazapino, fluoksetino ir venlafaksino imobilizacija

Tiriamo antidepresanto 100 uM tirpalas laikomas celéje 1 val., per kurig nusistovi baziné linija ir
po to nuplaunamas PBS tirpalu. Vykdant analiz¢, harmonika, kurioje buvo stebimas disipacijos pokytis,
buvo parenkta pagal tai, kad ji biity kuo jautresné ir kad joje biity stebimas mazas triukSmas. Kinetika,
kuri buvo jvertinta naudojant dviejy zingsniy modelj, buvo analizuojama pagal disipacijos (AD) skirtuma
trecioje harmonikoje.

Sie grafikai (pav. 8 - 10) rodo kiekvieno antidepresanto disipacijos (AD) pokytj laike tredioje
harmonikoje. Grafikuose matosi trumpa asociacijos fazé, kuri prasideda jleidus 100 uM antidepresanto
tirpalg, tai matosi i§ disipacijos signalo staigaus pakilimo grafiko pradzioje, o tai rodo, kad
antidepresantas jungiasi prie imobilizuoto JSA ant sensoriaus pavirSiaus. Prisotinimo fazéje signalas
stabilizuojasi ir vyksta tik leti neryskais pokyéiai (mirtazapino grafikas létai kyla). Sio momento néra
grafike, bet po sensoriaus nuplovimo PBS tirpalu matytysi zeméjanti disociacijos pokycio reik§mé, bet
jinegrjs i prading reik§me, neatlikus regeneracijos, 0 tai rodo, kad islicka dalis antidepresanto komplekso
su JSA.

I$ visy grafiky mirtazapino grafikas rodo didZiausig AD reik§me, tai sako, kad Sis vaistas turi
didZiausig poveikj QCM-D sensoriaus disipacijai. Didelis AD pokytis gali reiksti, kad mirtazapinas prie

sensoriaus prisijungia tankiai, bet netvirtai, nes sugeba sukelti didelj svyravimy slopinima.

Mirtazapinas
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pav. 8. Mirtazapino disipacijos skirtumas (AD), eksperimento metu, tre¢ioje harmonikoje.
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IS venlafaksino grafiko galima spresti, kad jis silpniausiai sugeria sensoriaus virpéjima ir i§ to
kaip, palyginus su kity vaisty grafikais, jo pradinis AD Suolis néra toks staigus ar aukStas galime, dar
neatlike skaiCiavimy spéti, kad venlafaksino asociacijos konstanta (ka) bus maziausig i$ tirty vaisty.
Zema AD ir tai, kad ji po pirmojo pakilimo daug nesikei¢ia gali parodyti didelj (palyginus su mirtazapinu)
venlafaksino ir JSA komplekso stabiluma.

Fluoksetino (pav. 10) grafikas yra tarpe tarp kity dviejy grafiky, jis turi staigy pakilimg kaip ir
mirtazapinas, bet jis neturi tokio didelio AD pokycio ir eksperimentui tesiantis jo disociacijos skirtumas
nesikei€ia, kaip ir venlafaksino. I §iy duomeny galima nuspéti, kad fluoksetinas turés aukstg asociacijos

konstanta, bet ir didel; JSA komplekso stabiluma.

Venlafaksinas
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pav. 9. Venlafaksino disipacijos skirtumas (AD) eksperimento metu, tre¢ioje harmonikoje.
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Fluoksetinas
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pav. 10 fluoksetino disipacijos skirtumas (AD) eksperimento metu, trecioje harmonikoje

3.2. Mirtazapino, fluoksetino ir venlafaksino kinetina ir termodinamika

Eksperimento metu gauti disipacijos
(AD) poky¢iai laike buvo normalizuoti (pav.
11 - 13) ir pritaikyti dviejy zingsniy
matematiniame modelyje. IS Sio modelio
buvo apskaiCiuota asociacijos  greicio
konstanta (ka), disociacijos grei¢io konstanta
(kd), stabiliy kompleksy formavimosi grei¢io
konstanta (kr), pusiausvyros asociacijos ir
disociacijos konstantos (KA ir KD) ir Gibso
laisvoji  energija  (AG). Normalizuoti
disipacijos (AD) pokyc¢iai laike po tiriamy
antidepresanty prisijungimo prie JSA buvo
grafiSkai pavaizduoti kartu su pritaikytu
negriZztamu dviejy Zingsniy modelio nubrézta

kreive.

Venlafaksinas
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pav. 11. Normalizuotas venlafaksino disipacijos pokytis
(AD) laike. Spalvotais taskais yra Zymimi eksperimento

metu gauti duomenys, o kreivé Zymi pritaikyta
matematinj modelj

26



Fluoksetinas
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pav. 13. Normalizuotas fluoksetino disipacijos pokytis (AD) laike. Spalvotais taSkais yra zymimi
eksperimento metu gauti duomenys, o kreivé zymi pritaikytag matematinj model;.

Mirtazapinas
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pav. 12. Normalizuotas mirtazapino disipacijos pokytis (AD) laike. Spalvotais taskais yra Zymimi
eksperimento metu gauti duomenys, o kreivé Zymi pritaikytag matematinj model;.

Grafikuose pateikiami normalizuoti kiekvieny antidepresanty AD duomenys, kur to = 0 atitinka
antidepresanto tirpalo kontakto su JSA pradzig. Spalvoti taSkai — eksperimentiniai matavimai, linija —
pritaikytas dviejy Zingsniy negriztamas kinetinis modelis. Modelio sukurta kreivé gerai atitinka
eksperimentinius taskus, tai patvirtina, kad §is metodas yra tinkamas. IS kreiviy formos matosi skirtingas
kiekvieno vaisto jungimosi pobidis: fluoksetinas ir mirtazapinas asocijuojasi greitai (panasios ka

reik§mes), venlafaksino kreive auga léCiausiai, kas sutampa su jos maZiausiu asociacijos grei¢iu (ka).

27



Taip pat matosi, kad mirtazapino kreivé nepasilicka viename aukstyje, tai parodo vaisto zema stabiluma
su JSA ir maziau neigiamg Gibso laisvoji energija (AG), kuri nusako vaisto ir JSA jungties stipruma.

Lyginant asociacijos greitj, fluoksetinas ir mirtazapinas jungiasi prie JSA panasiu greiciu, tuo
tarpu venlafaksinas — apie 12 karty 1é¢iau. Tai rodo, kad venlafaksino molekulés pasiekia JSA jungimosi
vietas zymiai 1éCiau nei kity dviejy vaisty molekulés. Kita vertus, prisijungimo greitis neapibtidina, kiek
laiko kompleksas iSlieka stabilus, tam svarbesné disociacijos grei¢io konstanta (kd). Bitent pagal ja
tirtieji vaistai skiriasi reikSmingiausiai — mirtazapino kompleksas su JSA irsta beveik 9 kartus greiciau
nei fluoksetino ir net 116 karty grei€iau nei venlafaksino. Tai reiSkia, kad nors mirtazapinas jungiasi
sparciai, jo sudarytas kompleksas su JSA yra nestabilus ir greitai iSirsta — o tai atsispindi ir pusiausvyros
disociacijos konstant¢je (KD), kuri mirtazapinui yra apie 10 karty didesn¢ nei fluoksetinui ir
venlafaksinui. Fluoksetino ir venlafaksino KD reikSmeés yra labai panaSios (skiriasi maZiau nei 20 %),
tod¢l jy bendras afinitetas JSA yra panasus, nors sgveikos kinetika labai skiriasi — fluoksetinas greitai
jungiasi ir 1étai disocijuoja, o venlafaksinas jungiasi létai, bet sudaro itin stabily kompleksa

Termodinaminiy parametry analizé parod¢, kad visy trijy antidepresanty Gibso laisvoji energija
(AQG) yra neigiama, o tai patvirtina, kad sgveika su JSA vyksta spontanisSkai. Fluoksetino ir venlafaksino
AG reikSmés yra labai panaSios tarpusavyje ir reikSmingai didesnés nei mirtazapino. Tai atitinka kity
parametry vaizdg: mirtazapinas, jungiasi greitai, taCiau sudaro termodinamiskai maziau palanky
kompleksg su JSA nei kiti du vaistai

4 lentelé. Tirty antidepresanty ir JSA sgveikos kinetiniai parametrai ir Gibso energija

Venlafaksinas
Greicio konstantos: Pusiausvyros konstantos:
ka (M™'s™) kr (s™) kd (s7") KA (M™) KD (M) AG (kJ/mol)
7.33x10" 4.24X107 7.40X10°® 9.90X10° 1.01X107 -39.3
Fluoksetinas
Greicio konstantos: Pusiausvyros konstantos:
ka (M's™) kr (s™) kd (s) KA (M™) KD (M) AG (kJ/mol)
8.52X10? 1.40X10° 9.97X10° 8.55X10° 1.17X107 -38.9
Mirtazapinas
Greicio konstantos: Pusiausvyros konstantos:
ka (M 1s™) kr(s™") kd (s!) KA (M™) KD (M) AG (kJ/mol)
7.53X10? 6.46X10° 8.58X10™ 8.77X10° 1.14X10° -33.4




3.3. Rezultaty aptarimas

Darbo metu buvo tiriamos sgveikos tarp JSA ir trijy skirtingy antidepresanty (mirtazapino,
venlafaksino ir fluoksetino) naudojant QCM-D metoda. Tyrimo metu gauti disipacijos pokyciai (AD)
buvo panaudoti apskaiciuojant sgveikos kinetikg ir termodinamika. Tam padaryti pirmiausia buvo
atliktos QCM-D sensoriaus modifikacijos, kuriy metu sensoriaus pavir§ius buvo padengtas 11-MUR
SAM ir po to atlikta JSA nekryptinga imobilizacija. Antidepresantas prisijungia prie JSA, nesvarbu ar jo
imobilizacija buvo kryptinga ar ne, tai buvo nustatyta i§ eksperimento metu pastebéty disipacijos pokyciy
(AD) (pav. 2). Tiriamy antidepresanty sgveikos kinetika ir termodinamika buvo apskai¢iuota naudojant
dviejy zingsniy modelj. Gauti kinetiniai ir termodinaminiai parametrai leidZia sistemingai palyginti trijy
skirtingy antidepresanty jungimosi su serumo albuminu ypatumus.

Vykdant eksperimentag buvo nustatyta, kad patikimi disipacijos pokyciai (AD) matési tik
treciojoje harmonikoje, o daznio pokyciai (AF) buvo per mazi, kad galéty buti naudojami tolimesniuose
skaiCiavimuose, nepriklausomai nuo tiriamy koncentracijy. Tai sutampa su Alhankawi ir kt., 2022
pasteb¢jimais, kurie, tirdami 10 skirtingy vaisty sgveika su Zzmogaus serumo albuminu QCM-D budu,
rémési disipacijos pokyc¢iy (AD) analize, o ne daznio pokyciu (AF) (60). IS jy ir mano eksperimenty
galima nustatyti, kad mazy molekuliy (Siuo atveju vaisty) saveika su imobilizuotais baltymais generuoja
silpnus QCM-D signalus ir kad Siuo atveju disipacijos pokytis yra jautresnis ir naudingesnis parametras
nei daznio pokytis.

Gautieji kinetiniai parametrai parodo aiskius struktiiros ir aktyvumo rySius tarp trijy tirty
antidepresanty ir JSA. Fluoksetinas, pasizymintis didziausiu lipofiliSkumu (logP = 4,05), asocijuojasi
greitai (ka = 8,52x10> M's™') ir sudaro stabily kompleksa (kd = 9,97x10~° s'). Sj elgesj lemia
trifluorometilo grupé fenoksi ziede, suteikianti molekulei stipriy hidrofobinj sgvybiy, bei ploksc¢ia
aromatin¢ struktiira, kuri leidzia vaistui lengvai pasiekti albumino IIA subdomeng (Sudlow I vieta).
Mirtazapinas, kurio logP = 2,9, taip pat asocijuojasi greitai (ka = 7,53x10* M's™!), taiau jo didelé
tetracikliné ziedo sistema, nors suteikia platy hidrofobinj kontakto plota, nesudaro tokio stabilaus
komplekso su albuminu — tai atsispindi didziausia i§ tirty vaisty disociacijos greicio konstanta (kd =
8,58x107* s7"). Tikétina, kad mirtazapino didele ir erdviSka molekulé jungiasi su albumino jungimosi
vieta ne taip tiksliai, kaip mazesnis fluoksetinas, todél kompleksas yra maziau stabilus. Venlafaksinas,
pasiZymintis Zemiausiu lipofiliSkumu (logP = 0,43), asocijuojasi lé¢iausiai (ka = 7,33x10' M's™"), tac¢iau
susidariusio komplekso stabilumas yra didziausias (kd = 7,40x10¢s ). Sis i§ pirmo Zvilgsnio nelogiskas
rezultatas yra paaiSkinamas tuo, kad venlafaksino laisvoji hidroksilo grupé ir metoksi grupé sudaro

papildomas vandeniliniy ry$iy susidarimo vietas su polinémis albumino jungimosi vietos liekanomis, o
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tai kompensuja sumazgjusias hidrofobines saveikas ir galutinai suteikia kompleksui stabilumo. Taigi,
remiantis gautaisiais duomenimis, galima teigti, kad asociacijos greitis pirmiausia priklauso nuo vaisto
lipofiliSkumo, tuo tarpu komplekso stabilumg lemia ne vienos, o keliy fizikiniy-cheminiy savybiy
derinys: molekulés geometrija, funkciniy grupiy pobudis ir galimybé sudaryti specifines nekovalentines
sgveikas su albumino jungimosi vieta.

Fluoksetino jungimosi prie JSA pusiausvyros disociacijos konstanta , gauta Siame tyrime (KD =
1,17x1077 M), rodo didelj afiniteta albuminui. Katrahalli ir kt., 2010 fluorescencinés spektroskopijos
metodu nustaté statinj fluoksetino jungimosi su Zmogaus serumo albuminu (ZSA) mechanizma (39), o
Dangkoob ir kt., 2015 patvirtino §] mechanizmg ternaryje sistemoje su alprazolamu (40). Tiesioginis
konstanty palyginimas tarp $iy tyrimy ir Siame darbe gauty rezultaty yra netikslus, kadangi minéti tyrimai
taiké pusiausvyros Stern-Volmer metoda, o ne dviejy zingsniy kinetinius modelius, ir naudojo skirtingo
tipo albuminus. Nepaisant to, visy $iy tyrimy duomenys patvirtina, kad fluoksetinas pasizymi dideliu
afinitetu serumo albuminui, kas sutampa su zinomais klinikinias duomenimis: farmakologinéje
literatiiroje nurodoma, kad apie 94,5 % fluoksetino plazmoje yra susijungg¢ su baltymais, jskaitant
albuming ir alfa-1 glikoproteing (41).

Venlafaksino pusiausvyros disociacijos konstanta, nustatyta Siame tyrime (KD = 1,01x1077 M),
yra panas$i j fluoksetino KD reikSme¢ (KD = 1,17x1077 M), nors klinikiniai farmakokinetiniai duomenys
rodo, kad venlafaksinas kraujo plazmoje prie baltymy jungiasi kur kas silpniau nei fluoksetinas — tik apie
27-30 % (41). Sis ryskus neatitikimas gali turéti kelias prieZastis: pirma, tyrimo metu naudotas QCM-D
metodas matavo sgveika tarp vieno izoliuoto baltymo (JSA) ir tiriamo vaisto kontroliuojamomis in vitro
salygomis, o klinikiniy duomeny baltymy jungimosi procentas rodo sudétingesn¢ in vivo situacija,
kurioje yra daug endogeniniy ligandy, riebaly rtigsciy, kity vaisty ir biologiniy veiksniy, kurie
konkuruoja dél albumino jungimosi vietos (61). Ir antra, in vitro QCM-D sistemoje naudota 100 uM
venlafaksino koncentracija, kuri stipriai virSija terapines koncentracijas (~0,2-2,0 uM) (41), o tai gali
lemti padidéjusia saveika ir galimai sukelti nespecifinj jungimasi.

Siame tyrime gauta mirtazapino jungimosi prie JSA pusiausvyros disociacijos konstanta (KD =
1,14x10°¢ M), yra didesné nei fluoksetino (KD = 1,17x10~7 M) ir venlafaksino (KD = 1,01x10"7 M). Sj
skirtumg paaiSkina didelé¢ mirtazapino disociacijos grei¢io konstanta (kd = 8,58x107* s™"), kuri yra apie
9 kartus didesné nei fluoksetino (kd =9.97x107 s™) ir 116 karty didesné nei venlafaksino (kd = 7.40x10-
6 s71), nors jo asociacijos greitis (ka = 7,53x102 M's™') yra panasus j fluoksetino (ka = 8.52x102 M's ™),

Sie duomenys rodo, kad mirtazapinas turi maZiau stabily galutinj kompleksa su JSA, nei kiti du vaistai.
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Mokslingje literatiiroje nepavyko rasti tiesiogiai palyginamy duomeny apie mirtazapino jungimosi
kinetikg su serumo albuminu.

Termodinaminiy parametry nustatymas parodé, kad visy trijy vaisty Gibso laisvoji energija yra
neigiama,o tai reiSkia, kad sgveika su JSA vyksta spontaniskai. Venlafaksino AG = —39,3 kJ/mol ir
fluoksetino AG = —38,9 kJ/mol reikSmés yra labai panaSios ir rodo stipresne sgveika su JSA, palyginus
su mirtazapino AG = —33,4 kJ/mol. Sios reik§més atitinka Freire ir kt., 2024 apragomus baltymy ir
ligandy sgveikos termodinaminius duomenis. Jie rémési Protein Data Bank duomeny bazéje esanciais
duomenimis, apimanciais daugiau nei 3000 baltymy ir ligandy saveiky, ir nustaté, kad apie 70 % visy
atvejy patenka j —46 iki —26 kJ/mol intervalg (62).

Lyginant asociacijos greiio konstantas, nustatyta, kad fluoksetinas (ka = 8,52x10* M's™") ir
mirtazapinas (ka = 7,53x10? M's™") pasiZymi panasiu prisijungimo greiciu, tuo tarpu venlafaksinas (ka
=7,33x10' M's™!) prisijungia apie 12 karty lé¢iau nei fluoksetinas. Sis skirtumas gali biti sicjamas su
vaisty struktiirinémis ir fizikinémis-cheminémis savybémis: fluoksetinas ir mirtazapinas yra labiau
lipofiliniai junginiai, turintys aromatines Ziedo struktiiras, kurios palengvina sgveikg su albumino
hidrofobinémis jungimosi vietomis. Venlafaksinas, prieSingai, pasiZymi mazesniu lipofiliSkumu, kas gali
lemti létesne asociacija su albuminu. Sie teiginiai sutampa su Alhankawi ir kt., 2022 pasteb¢jimu, kad
egzistuoja statistiSkai reikSminga koreliacija tarp vaisty lipofiliSkumo ir jy jungimosi stiprumo prie
serumo albumino naudojant QCM-D metoda.

Gauti kinetiniai ir termodinaminiai parametrai turi prakting reikSme nuspéjant Siy antidepresanty
farmakokinetinj elgesj klinikinéje praktikoje. Fluoksetino KD reikSmé (1,17x1077 M) ir maza
disociacijos grei¢io konstanta patvirtina Zinomus klinikinés farmakologijos duomenis, kad apie 94,5 %
fluoksetino plazmoje yra susijunge su baltymais (41). Didelis afinitetas albuminui ir stabilus kompleksas
reiSkia, kad laisvos, farmakologiskai aktyvios vaisto frakcijos koncentracija plazmoje yra santykinai
maza ir pastovi, todél fluoksetino poveikis yra nuspéjamas ir maziau jautrus koncentracijos
svyravimams. Tuo paciu tai reiSkia, kad esant polifarmacijai, ypa¢ kartu skyriant kitus auksta serumo
baltymy afinitetg turinCius vaistus, tokius kaip varfarinas ar ibuprofeinas — fluoksetinas gali i§stumti juos
1§ albumino jungimosi viety, padidindamas jy laisva frakcija ir gali sukelti pavojinga toksinj poveikj (63).

Venlafaksino atveju nustatyta KD reikSme (1,01x1077 M) in vitro salygomis yra artima
skirtumas primena, jog albumino jungimosi tyrimas izoliuotoje sistemoje nevisiskai atspindi sudétingy
biologiniy salygy gyvame organizme, tokiy kaip: endogeniniai ligandai (riebaly rugstys, bilirubinas),

konkuruojantys vaistai (61,63). Tai turi tiesioging klinikine reik§me: venlafaksino mazesnis baltymy

31



jungimasis reiskia didesne laisva vaisto frakcija plazmoje, dél ko Sis vaistas grei¢iau pasiekia terapine
koncentracijg audiniuose, tac¢iau kartu yra labiau jautrus inksty ar kepeny funkcijos poky¢iams, kurie gali
keisti jo pasiSalinima (65).

Mirtazapino KD (1,14x10¢ M) yra apie 10 karty didesné¢ nei fluoksetino ir venlafaksino.
Nepaisant to, klinikiniai farmakokinetiniai duomenys rodo, kad mirtazapinas in vivo prisijungia prie
plazmos baltymy mazdaug 85 % (66). Greita asociacija ir greita disociacija (kd = 8,58%x107* s™') lemia
dinaminj, greitai kintancios pusiausvyros kompleksa su albuminu — tai gali reiksti, kad $io vaisto laisvojo
ir sujungtojo pavidalo santykis yra labiau jautrus tiek vaisto koncentracijos, tiek aplinkos salygy
pokyCiams (25). Atsizvelgiant | tai, kad mirtazapinas daznai skiriamas kartu su kitais vaistais nerimo ir
miego sutrikimams gydyti, Sio vaisto dinaminis jungimosi su albuminu pobudis yra svarbus veiksnys
vertinant galimas vaisty sgveikas (41).

Apibendrinant, visi trys vaistai pasizymi spontaniSka sgveika su albuminu (AG < 0), taiau
esmingai skiriasi saveikos kinetika. Sie skirtumai turi praktine reikime klinikiniam terapiniam vaisty
monitoravimui (TDM), nes vien pusiausvyros koncentracijos plazmoje matavimas nesuteikia
informacijos apie tai, kaip greitai vaistas atsipalaiduoja nuo albumino ir tampa farmakologiSkai aktyvus.
QCM-D metodu gauti kinetiniai parametrai galéty papildyti TDM interpretacijg, ypa¢ sudétingais

baltymais.
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5. ISVADOS

QCM-D metodu nustatyta, kad fluoksetinas sgveikauja su jaucio serumo albuminu, formuodamas
stabily kompleksa. Tyrimo metu apskaiciuota didelé asociacijos grei¢io konstanta (ka = 8,52x10?
M 's™") ir maza disociacijos grei¢io konstanta (kd = 9,97x107° s7!). Gauta pusiausvyros disociacijos
konstanta (KD = 1,17x1077 M) rodo didelj fluoksetino afiniteta jaucio serumo albuminui.

QCM-D metodu nustatyta, kad venlafaksinas sgveikauja su jau¢io serumo albuminu, formuodamas
stabily kompleksa. Tyrimo metu apskai¢iuota maza asociacijos grei¢io konstanta (ka = 7,33x10!
M~ 's™!) ir maza disociacijos greicio konstanta (kd = 7,40%107¢ s™"), rodo, kad susidariusio komplekso
stabilumas yra didelis. Pusiausvyros disociacijos konstanta (KD = 1,0I1x107 M), taip
pat rodo stabilig sgveika su JSA.

QCM-D metodu nustatyta, kad mirtazapinas sgveikauja su jaucio serumo albuminu, formuodamas
nestabily kompleksg tyrimo metu apskaiciuota didel¢ asociacijos greiciu (ka = 7,53x10%> M's™?),
taciau taip pat didelé disociacijos greifio konstanta (kd = 8,58%x107* s7'). Pusiausvyros disociacijos
konstanta (KD = 1,14x107° M) yra didZiausia 18 visy tirty vaisty, rodancia greita komplekso irimg.
Fluoksetino, venlafaksino ir mirtazapino sgveiky su JSA analizé atskleidé¢ kinetinius ir
termodinaminius skirtumus. Fluoksetinas ir venlafaksinas pasizymi panaSiomis pusiausvyros
disociacijos konstantomis (KD apie 1077 M), taciau skiriasi sgveikos kinetika — fluoksetinas greitai
jungiasi ir 1étai disocijuoja, o venlafaksinas jungiasi léCiau, bet sudaro itin stabily kompleksg su
maziausia disociacijos greic¢io konstanta. Mirtazapinas iSsiskiria greita asociacija ir greita disociacija,
formuodamas maziausiai stabily kompleksg (KD apie 10°¢ M). Visy trijy vaisty sgveika su JSA yra
spontaniska (AG < 0), o fluoksetino ir venlafaksino Gibso laisvosios energijos reikSmés (—38,9 ir

—39,3 kJ/mol) yra artimos viena kitai ir didesnés nei mirtazapino (—33,4 kJ/mol).
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