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Resume

Humant serumalbumin er et vigtigt transport- og depotprotein for
en lang reekke endogene og eksogene forbindelser. Liganderne er
iseer positivt ladede uorganiske ioner og negativt ladede eller elek-
tronegative organiske molekyler. Binding til albumin af en ikke-
bindende forbindelse kan opnas ved at koble denne til en ligand,
sadsom en fedtsyre. Proteinet kan bruges til ekstrakorporal afgift-
ning. Iseer arbejder med albuminmutanter og krystallografiske
studier af albumin-ligand-komplekser har givet meget ny viden om
bindingssteders lokalisation og struktur og om mulige ligandinter-
aktioner. Albumin ser endvidere ud til at vaere den kvantitativt vig-
tigste cirkulerende antioxidant. Det multifunktionelle protein har
desuden enzymatiske egenskaber, der formentligt kan udnyttes til
at konvertere prodrugs til aktive lseegemidler.

Humant serumalbumin (HSA) er det kvantitativt vigtigste
protein i blodplasma. Det produceres i leveren, som syntetise-
rer og secernerer ca. 14 g albumin pr. degn. En voksen person
indeholder ca. 360 g af proteinet med en tredjedel i plasma og
to tredjedele i interstitielvaesken. Selv om det meste HSA sile-
des befinder sig ekstravaskulaert, er proteinets koncentration
dog hajest i blodbanen (ca. 40 g/1 plasma, ca. 0,6 mM). Dette
er baggrunden for, at det kan bidrage med ca. 80% af plasmas
kolloidosmotiske tryk [1]. HSA er et globulart molekyle dan-
net af en enkelt polypeptidkaede bestdende af 585 aminosyrer.
Otteoghalvfems af aminosyrerne er sure, og 83 er basiske [1].
Ud over at disse samt de 16 histidiner giver proteinet en vis
bufferkapacitet, bevirker de ogsa, at HSA er meget vandople-
seligt. Forskellen i antallet af sure og basiske aminosyrer er
baggrunden for, at molekylet har en netto negativ ladning
ved fysiologisk pH; nettoladningen er ca. -15. Denne netto-
ladning og den heje koncentration gor, at HSA er hovedar-
sagen til Donnan- effekten i kapilleererne.

At HSA’s ligandbindende egenskaber har stor fysiologisk,
farmakologisk og farmaceutisk betydning, afspejles i det store
antal artikler, der i tidens lob er blevet publiceret om emnet;
for oversigtsartikler, se for eksempel [1-4]. Denne egenskab
bevirker, at proteinet kan fungere som et transportprotein for
f.eks. fedtsyrer og bilirubin, men ogsd som et depotprotein
over for andre ligander sdsom Ca*. Set fra ligandernes side
kan bindingen bevirke oget opleselighed i vandigt miljo
(fedtsyrer), reduceret eller ophavet toksicitet (bilirubin) og
beskyttelse mod oxidation (umzttede fedtsyrer). Inden for de

senere ar har albumins bindende egenskaber dannet grund-
laget for udvikling af forskellige metoder af klinisk interesse.
Desuden har arbejder med iser rekombinante mutanter og
rontgenkrystallografiske studier over albumin-ligand-kom-
plekser givet meget ny viden pa det molekylare plan. Man er
ogsa blevet klar over, at proteinet er en meget vigtig antioxi-
dant, og at det udever denne funktion pa forskellig vis. Des-
uden er HSA’s enzymatiske egenskaber blevet studeret nojere,
for selv om det enkelte albuminmolekyle maske ikke er sa
effektivt, bevirker den heje albuminkoncentration i blodet, at
den samlede effekt er ganske betragtelig. Sa betragtelig, at
HSA formentlig kan bruges til at konvertere prodrugs til aktive
terapeutika.

Metode

Denne artikel er baseret pa egne arbejder samt pa database-
sogninger i PubMed. Som segeord er brugt @/bumin kombine-
ret med navnet pa de enkelte ligander eller med /ligand, bind-
ing, fatty acid, oxidant eller enzyme.

Ligandbinding
Uorganiske ioner
HSA kan binde uorganiske kationer pa mindst fire forskellige
madder: 1) Cu™, Ni* og Co™ bindes til et velkarakteriseret szede
i den N-terminale ende af proteinet [1, 5], 2) Ag', Au* og Hg"
bindes til HSA’s eneste frie cysteinrest (position 34) [1, 3], 3)
Zn** bindes med hej affinitet (Ka = 107-108 M) til et sted dan-
net mellem domane I og domzne II (HSA har tre domzner,
herom senere) [6] og 4) Ca** og Mg associeres med lav affini-
tet til en serie bindingssteder, hvis lokalisation endnu ikke er
Klarlagt [1, 7].

Selv om det kun er ca. 10% af plasmas kobberioner, der
bindes til HSA, har bindingen dog praktisk betydning. For
eksempel er hunde, hvis albumin ikke har ovennzevnte hej-
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Figur 1. Krystalstrukturen af rekombinant humant serumalbumin med bundet
oleat. Nummereringen af de syv bindingssteder er taget fra [11]. Fedtsyrens kul-
stof- og iltatomer er farvet henholdsvis gré/brun og red. Aloumins tre domaener
er angivet med farverne red (1), gren (11) og bla (111); A-subdomanerne har en
morkere farve end de tilsvarende B-subdomeener. Proteinet har dimensionerne
80 x 80 x 80 A og en tykkelse pd 30 A. N og C repraesenterer henholdsvis den
N-terminale og den C-terminale ende. Figuren er lavet med PyMol pa basis af
atomkoordinaterne 1gni fra Brookhaven Protein Data Bank.

affinitetsbindingssted (Ka = 10'® M [1]), mere udsatte for kob-
berforgiftning end mennesker [1]. Proteinets evne til at binde
Co™ kan formenlig danne grundlaget for en diagnostisk test.
Myokardial iskaemi resulterer nemlig i en betydelig nedsaet-
telse af HSA’'s Co*-bindende evne, som er hurtig og nem at
bestemme, allerede inden nekrose indtraeder [8].

I modsztning til kationer bindes s godt som ingen anio-
ner til HSA. Dog kan det nzevnes, at Cl” bindes med lav affi-
nitet (Ka = 1010 M),

Endogene ligander

Rontgenkrystallografiske studier af HSA og af dets rekombi-
nante form (rHSA) viser, at proteinet er opbygget af tre do-
mener (I-III), som hver iszr kan opdeles i to subdomaener (A
og B) (Figur 1). 67% af polypeptidkaden er udformet som -
helix, hvorimod proteinet ikke indeholder foldebladsstruktur
(B-sheet) [3]. Tilstedeveerelsen af 17 disulfidbroer er i hej grad
med til at udforme og stabilisere molekylet. Resultaterne af
andre studier tyder pd, at albumins struktur i neutral oples-
ning ligner den krystalinske meget - eller méske er magen til
[9]. En af de kendte typer ligander, som HSA kan binde, er ali-
fatiske fedtsyrer, og man kender nu den krystallinske struktur
af syv fedtsyre- HSA-komplekser [10-11]. Figur 1 viser struk-
turen af rHSA med den kvantitativt vigtige oliesyre (egentlig
oleat). Som figuren viser, har man fundet syv bindingssteder
for oleat. Palmitat, stearat og arakidonat bindes til de samme
syv steder. Laurat og myristat kan bindes til yderligere et sted,
hvorimod decanoat kan bindes til tre ekstra steder. Af de syv
steder befinder nummer 1, 4 og 7 sig i et enkelt subdomeene,
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mens de resterende fire er dannet af aminosyresidekader fra
mere end et subdomane. Nummer 6 er udformet som en
rende pa proteinets overflade, hvorimod de ovrige steder er
placeret i det indre af molekylet. Bindingsstederne er typisk
dannet af hydrofobe og polare/ladede aminosyresidekader,
som kan interagere med henholdsvis den alifatiske keede og
carboxylatgruppen af fedtsyrerne.

Bindingskonstanterne for mettede fedtsyrer stiger med
kedeleengden, hvorimod dobbeltbindinger reducerer kon-
stanten [1]. I blodbanen bzrer HSA typisk 1-2 molekyler
fedtsyrer. Antallet kan dog stige op til seks molekyler under
kraftigt muskelarbejde eller anden adrenerg stimulation [1].
Dette betyder, at fedtsyrerne typisk binder sig til deres hoj-
affinitetsbindingssteder (Ka = 10%-108 M) og ikke til alle de
steder, som man har fundet krystallografisk. Nyere forsog
med rHSA-mutanter tyder pd, at fedtsyrernes kaedeleengde
ogsa har betydning for hvilke(t) sted(er), der er hojaffine/t.
For eksempel bindes octanoat og decanoat hejaffint til sted 4
(Figur 1), laurat til stederne 4 og 5 og myristat til stederne 5 og
1 (eller 2) [12]. Denne type oplysninger er meget relevante, nir
man skal vurdere risikoen for ligandinteraktioner.

Selv om hzemopexin og iser tyroxinbindende globulin er
de primere transport- og depotproteiner for henholdsvis
hzmin og L- tyroxin bindes forbindelserne ogsa til HSA, og
krystalstrukturerne af disse komplekser er nu ogsa klarlagte.
Hzemin bindes med hej affinitet (Ka = 103 M!) i subdomzne
IB - i konkurrence med fedtsyrer [13]. L- tyroxin bindes til fire
steder, hojaffint (Ka = 10° M) til subdomzene IIA - ligeledes i
konkurrence med fedtsyrer [14]. HSA binder ogsa bilirubin,
biliverdin, ioner af galdesyrer og L-tryptofan samt visse stero-
ider og eicosanoider, men krystalstrukturerne af disse kom-
plekser er endnu ikke blevet studeret. Resultaterne af andre
typer studier tyder dog p3, at bilirubin bindes hejaffint (Kx =
103 M) i subdomane IIA, og at L-tryptofan (Ka = 10* M)
bindes i subdomaene IIIA [4]. HSA fungerer ogsi som cirkule-
rende depot for nitrogenoxid (NO). Molekylet bindes ved at
danne en S-nitrosotiol med proteinets enlige frie cysteinrest i
position 34. Endelig kan det nzvnes, at grampositive bakte-
rier kan bindes til albumin via overfladeproteiner og dermed
oge deres virulens. Visse streptokokker bindes siledes ved
hjzlp af et sakaldt GA-modul (protein G-like albumin binding
module) til ydersiden af HSA’s domzne II [15].

Eksogene ligander

HSA kan binde en lang raekke farmaka og dermed pavirke
deres fordeling, metabolisme og udskillelse. Proteinet har et
begraenset antal bindingssteder for organiske ligander, sa far-
maka bindes typisk til steder, som ogsa kan binde fedtsyrer.
Hojaffin binding af et stort antal negativt ladede eller elektro-
negative farmaka sker som regel til et af to omrader [4, 16].
Det ene har centrum i subdomzne IIA og kan bl.a. binde
phenylbutazon, tolbutamid, indomethacin, valproat og iod-
ipamid samt warfarin (Figur 2A). Af figuren ses ogs4, at war-
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Figur 2. A. Krystalstrukturen
af rekombinant humant serum-
albumin (rHSA) med bundet
R-(+)-warfarin og myristat
(Myr1-Myr6) [17]. Atomerne

i warfarin har fglgende farver:
kulstof er gren og ilt er rgd.
R-(+) og S-(-) formerne af
warfarin bindes stort set p&
samme made [17]. B. Krystal-
strukturen af rHSA med bundet
diazepam [16]. Atomerne i dia-
zepam har fglgende farver: kul-
stof er grd, ilt er rad, kveelstof
er bla og Klor er gren. Figurerne
er lavet med PyMol pé basis af
atomkoordinaterne 1h9z (A) og
2bxf (B) fra Brookhaven Protein
Data Bank.

farin displacerer fedtsyren (myristat), da denne kun bindes
med lav affinitet til dette sted. Andre farmaka, sdsom difluni-
sal, ibuprofen, halothan, propofol og ketoprofen samt diaze-
pam (Figur 2B) bindes til subdomzne IIIA, hvor de har svaert
ved at displacere fedtsyrer. Ka for hejaffin binding af farmaka
er typisk 10%10° M. P4 nuvzrende tidspunkt kender man
krystalstrukturen af 12 forskellige HSA- farmakakomplekser
[16, 18]. Denne detaljerede viden kan bruges til at forudsige
mulige ligandinteraktioner med, men den kan ogsd bruges
ved syntese af farmaka med modificerede albuminbindende
egenskaber. Selv om modellen med de to omréader for hej-
affin binding af farmaka er meget nyttig, kan den dog ikke
forklare al farmakabinding. For eksempel kan albumin ogsa
binde et mindre antal positivt ladede farmaka [2], men man
ved endnu ikke, hvor i proteinet disse bindes.

Den detaljerede viden om ligandbinding kan som navnt
bruges til at vurdere risikoen for ligandinteraktioner med.
I den forbindelse skal man dog huske, at ligandinteraktioner
ogsa kan skyldes konformationszndringer i proteinet. Disse
zndringer, der er forarsaget af binding af en ligand, kan enten
fremme eller hemme bindingen af en anden ligand. Konfor-
mationszndringer forarsaget af f.eks. farmakabinding er som
regel lokale zndringer i nerheden af bindingsstedet [16].
I modsztning hertil er de zendringer, som fedtsyrebinding
inducerer, idet de er af bade lokal og global karakter. Sidst-
naevnte viser sig blandt andet ved, at domzene I og domzne
III roterer i forhold til domzene IT med det resultat, at protei-
net bliver lidt sterre, nir det binder fedtsyrer [3, 10].

Praktiske aspekter

HSA’s halveringstid pa 19 dage [1] er terapeutisk interessant.
Den forholdsvis lange halveringstid kan udnyttes direkte, hvis
det pagzldende terapeutikum bindes til proteinet. Hvis dette
ikke er tilfeldet, kan lzegemidlet kobles til en ligand og der-
med opna albuminbinding. Som eksempel kan nzaevnes, at
insulin ikke bindes til albumin, hvorimod insulin, hvortil man

har koblet en fedtsyre (myristinsyre), bindes reversibelt.
Denne binding er med til at forleenge insulinets virkning (in-
sulin detemir) [19].

Albuminbinding indgér i flere ekstrakorporale metoder,
hvormed man kan befri kroppen for endogene toksiner eller
(kraftig) overdosering med farmaka [4]. Princippet i disse me-
toder er, at blod dialyseres mod en oplesning, som indehol-
der albumin, der s »overtager« de(n) uenskede ligand(er).
Albuminet kan regenereres online ved blandt andet sojlekro-
matografi, se for eksempel molecular adsorbent recirculating
system (MARS)-systemet i [20].

Isomere former af ligander bindes som regel med forskellig
affinitet til albumin. Denne forskel kan anvendes til at adskille
disse former. Albumin kan nemlig kobles kovalent til silica
eller et andet materiale, hvorefter de isomere former kan ad-
skilles ved kiral kromatografi eller kiral kapillzerelektroforese;
blandingsoplesningen af liganden sattes til sojlen eller kapil-
leerroret, og de isomere former elueres med forskellig hastig-
hed, fordi de bindes med forskellig styrke til det immobilise-
rede albumin [4, 21]. En siddan adskillelse er ofte enskvaerdig,
fordi enantiomere former kan have meget forskellige terapeu-
tiske og toksiske effekter.

Antioxidante effekter

Kroppens lipider, proteiner og andre makrostrukturer bliver
hele tiden udsat for oxidativt stress. Denne pavirkning har
betydning for aldringsprocesser og kan resultere i forskellige
patologiske tilstande. Albumin er et led i vores antioxidante
forsvar, og det er faktisk vores kvantitativt vigtigste cirkule-
rende antioxidant [22]. Albumin kan udeve sin antioxidante
funktion pa forskellig vis: 1) Albumin kan binde kobberioner,
men for eksempel ikke jernioner, med hej affinitet og dermed
haemme/forhindre dem i at starte en oxidativ proces [22, 23].
Selv om bindingen maske ikke er si kvantitativ vigtig, har den
signifikant betydning, fordi oxidative processer typisk er ka-

skadeeffekter, 2) albumin kan binde og dermed beskytte li-
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gander. Det gzlder for eksempel for umettede fedtsyrer [23],

og 3) albumin kan interagere med og dermed neutralisere en
reekke frie radikaler. Proteinets funktion i denne sammen-
hzng beror iser pa dets frie cysteinrest og de tilgengelige
methioninrester; flere af de andre aminosyrer bidrager dog
ogsa til de antioxiderende egenskaber [22, 24]. Interaktionen
med frie radikaler resulterer i beskadigelse af proteinet selv,

og selv mild oxidation pavirker flere af albumins evrige funk-

tioner [22, 24].

Enzymatiske egenskaber

HSA udviser enzymatiske egenskaber over for bdde endogene

og eksogene forbindelser [4]. Sdledes kan proteinet isomeri-

sere prostaglandin H2 til prostaglandin D2 [25], katalysere de-
hydration af prostaglandin D2 [26] og katalysere dehydration

og efterfelgende isomerisation af 15-ketoprostaglandin E2 til

15-ketoprostaglandin B2 [27]. Endvidere kan albumins enola-
seaktivitet omdanne 3-ketodihydrotestosteron til dets 3-enol

form [28].
Albumin kan ogsd udeve enzymaktivitet over for leege-
midler. For eksempel bevirker den enlige frie cysteinrest, at

proteinet kan fungere som en thioesterase, der kan nedbryde

disulfiram (Antabus) til diethyldithiocarbamat [29]. Det har
ogsa veeret kendt lenge, at HSA har esteraselignende egen-

skaber og kan katalysere spaltningen af acetylsalicylsyre til en

acetylgruppe og salicylat. Acetylgruppen bindes kovalent til
en lysinrest i proteinet [4]. Den kraftigste enzymaktivitet er

formentlig esteraseaktiviteten forarsaget af en gunstig rumlig
placering af arginin og tyrosin i positionerne 410 og 411 [30].

Denne aktivitet er blevet studeret i detaljer, blandt andet ved

hjelp af en rakke nitrophenylestre [31].
Esteraseaktiviteten er sd udtalt, at man nu er begyndt at

undersoge, om den kan bruges til at aktivere prodrugs til aktive
farmaka. In vitro- forseg tyder pa, at dette er muligt, idet bade

serum og isoleret HSA hurtigt kan aktivere olmesartan me-
doxomil til olmesartan, som er et antihypertensivum [32].
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