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Albumina surowicy krwi ludzkiej (ang. Human Serum Albumin, HSA) stanowi gtdwne biatko
transportujace wiele egzo- i endogennych, biologicznie czynnych zwigzkéw, w tym kwasow
Huszczowych i lekéw. Struktura HSA bezposrednio koreluje z kluczowymi funkcjami, jakie peti ona
w utrzymaniu homeostazy ustroju, ktére mogq ulec zaburzeniu na skutek modyfikacji powodowanych
m.in. glikacja (Ryc.1). Koncowym produktem glikacji biatek jest heterogenna grupa zwiazkow (ang.
Advanced Glycation End-Products, AGEs) o réznorodnych wtasciwosciach fizykochemicznych, ktére
biorq udziat w patogenezie wielu schorzen przewlektych, czy tez proceséow degeneracyjnych
zwiqzanych z wiekiem.

Oddziatywanie lekow z biatkiem transportujacym stanowi wazny element terapii, poniewaz albumina
wptywa na dystrybucje substancji leczniczej w organizmie, na jej wtasnosci farmakokinetyczne
i farmakodynamiczne.

Chloramfenikol (ang. Chloramphenicol, CAP, Ryc.2) jest jednym z najstarszych chemioterapeutykéow
dziatajacym bakteriostatycznie wobec bakterii Gram-dodatnich i Gram-ujemnych. CAP nalezy do
antybiotykow toksycznych, wobec czego jego stosowanie jest ograniczone do leczenia powaznych
infekcji, w tym goraczki tyfusowej i innych zagrazajacych zyciu zakazen osrodkowego uktadu
nerwowego i drég oddechowych.

Celem pracy byta analiza oddziatywania chloramfenikolu (CAP) z niemodyfikowang (HSA)
i glikowanq glukozq w obecnosci kwasow ttuszczowych (gHSA( () albuming surowicy krwi ludzkiej
oraz miejsca wiqzania CAP do albuminy HSA i gHSA, . z uzyciem znacznikow fluorescencyjnych
odpowiednio IT i I miejsca wiqzqcego wg nomenklatury Sudlowa: kwasu (2-p-toluidyno)naftaleno-6-
sulfonowego (TNS) i 5-dimetyloaminonaftaleno-1 -sulfonamidu (DNSA)
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Ryc.1 Tréjwymiarowa struktura natywnej albuminy HSA
Z oznaczeniem gtéwnych miejsc ulegajacych glikacji

Roztwdr HSA i glukozy (6LC) [1.25 M] sporzadzono w 0.05 M buforze TRIS-HCI (pH 7.4) z dodatkiem 0.015 M azydku
sodu (NaN;). Przygotowano roztwor HSA o stezeniu 5 x 10-¢ M, ktdry stanowit prébe kontrolnag oraz roztwor HSA
o stezeniu 5 x 10 M w obecnosci glukozy o stezeniu 0.1 M (uktad HSA-GLC). Roztwory albumin przepuszczono przez
filtry membranowe o Srednicy porow 0.2 um, a nastepnie w sterylnie zamknietych probdéwkach poddano inkubacji
w temperaturze 37°C przez okres 21 dni. Zamieszczone widma zarejestrowano na spektrofluorymetrze JASCO FP-
6500 przy uzyciu standardowych kuwet kwarcowych. Fluorescencje HSA i gHSA ., bez i w obecnosci CAP wzbudzano

promieniowaniem o dtugosci fali A, 275 nm i A, 295 nm. Pomiary przeprowadzano w temperaturze 37°C. Uzyto
nastepujacych parametréw widmowania: szerokosé szczeliny wzbudzenia/emisji - 5/5 nm, czas odpowiedzi (response) -

Ryc.2 Struktura chemiczna chloramfenikolu, CAP

a).

4 s, wzmochienie sygnatu (sensitivity) - ,Medium", szybko$é skanowania prébek - 200 nm/min.
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Ryc.3 Krzywe wygaszania fluorescencji HSA i gHSA, - w obecnosci CAP zarejestrowane
dla dtugosci fali wzbudzenia a) A,,, 275 nm, b) A, 295 nm

Ryc.4 Krzywe Scatcharda dla HSA i gHSA, - w obecnosci chloramfenikolu

a) A, 275 nm, b) A, 295 nm
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Ryc.5 Emisyjne widma fluorescencji a) HSA-TNS, b) gHSA ~~-TNS, ¢) HSA-DNSA, d) gHSA; -DNSA, [albumina:znacznik 1:1]
[HSA, gHSA; 15 x 10 © M, [CAP]15 x 10 ©-5 x 10 M, A,, 350 nm, t = 37°C

WNIOSKI

 Badania z wykorzystaniem znacznikow fluorescencyjnych TNS i DNSA wykazaty, ze CAP silniej wypiera TNS z jego potaczen z albuming HSA niz gHSA, .,
co $wiadczy, ze chloramfenikol ulega wigzaniu w subdomenie IITA albuminy HSA i gHSA, . i silniej wigze sie z HSA niz z gHSA, .. Wysokie wartosci statych
asocjacji K, i Sterna-Volmera K, rzedu 10 swiadczq o wysokim powinowactwie chloramfenikolu do miejsca wigzania w czasteczce HSA i gHSA, .

« Wygaszanie fluorescencji HSA i gHSA - przez CAP zachodzi na drodze mechanizmu dynamicznego i statycznego

* Przebieg izoterm wigzania wskazuje na model specyficznego i niespecyficznego wigzaniaw CAP-HSA i CAP-gHSA .

* Analiza zaleznosci Scatcharda i Klotza wykazata istnienie jednej klasy réwnocennych, niezaleznych miejsc wiazacych chloramfenikol w czasteczce albuminy
niemodyfikowanej i glikowanej (lub jednego miejsca wigzania)

* Na podstawie krzywej Hilla (n,= 1) stwierdzono, ze wiqzanie CAP z HSA i gHSA - jest niekooperatywne
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ZMNIEJSZENIE FRAKCJI ZWIAZANEJ CAP W KOMPLEKSIE Z ALBUMINA gHSA, . PROWADZI DO WZROSTU STEZENIA LEKU WE KRWT,

A W KONSEKWENCJII DO WYSTAPIENIA EFEKTOW NIEPOZADANYCH ZAGRAZAJACYCH ZYCIU PACTENTA.

POWODZENIE TERAPII Z UZYCIEM CAP BEDZIE WYMAGALO INDYWIDUALNIE DOBRANEJ DAWKI FARMACEUTYKU WRAZ Z TERAPTA MONITOROWANA,
CO PRZYCZYNI STE DO UZYSKANIA OCZEKIWANEGO EFEKTU TERAPEUTYCZNEGO, ZWLASZCZA U OSOB CTERPTACYCH NA CHOROBY PRZEWLEKLE.
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