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Kwas foliowy (folacyna, FA, Ryc. 1) jest niezbedng do prawidtowego Lys-525
funkcjonowania komodrek witaming grupy B. Syntetyczny kwas
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Ryc. 1. Struktura chemiczna kwasu foliowego

przez co ulega potranslacyjnym modyfikacjom, tj. glikacji biatek. Cys-34
CEL Glikacja jest nieenzymatycznym, wieloetapowym procesem
analiza in vitro oddziatywania kwasu foliowego polegajacym na przylaczaniu sie cukréw redukujgcych (glukoza, arg 28
(FA) z niezmieniong oraz glikowang albuming fruktoza) do wolnych grup aminowych biatka. Glikacja wptywa na
surowicy krwi ludzkiej (HSA i gHSA) i wotowej zmiang konformacji albuminy co przektada sie na zmiang | | ..
(BSA i gBSA) technika spektrofluorometryczna powinowactwa biatka do réznych ligandéw. (s TIA)
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MATERIAL | METODY

Roztwory albuminy niezmienionej (HSA) i glikowanej w obecnosci 0.1 mol/dm3 fruktozy (gHSA) o stezeniu 5 x 10® mol/dm3 oraz wyjsciowy
roztwor kwasu foliowego (FA) o stezeniu 1 x 103 mol/dm3 sporzadzono w 0.05 mol/dm3 buforze fosforanowym (pH = 7.4 * 0.1). Analiza
wptywu glikacji na oddziatywanie FA z HSA, gHSA i BSA, gBSA zostata przeprowadzona metoda wygaszania fluorescencji makroczgsteczek.
Fluo.rescencyjne widma emisyjne biatek, bez i w obecnosci wzrastéjqcego stezenia kwasu fo!iov,vego (4 x 19‘6 + 40 X 10° m.oI/.dm3), Ryc. 2 Miejsca glikadji in vivo w strukturze HSA a)
zarejestrowano na spektrofluorymetrze JASCO FP-6500 dla A_, 275nm i A, 295nm. Parametry pomiardw: zakres rejestracji widm emisyjnych: reszty lizyny (Lys), b) reszty argininy (Arg) oraz
Aern = 285 = 400nm oraz A, = 305 + 400nm, wzmocnienie sygnatu: Medium, szybkos¢ skanowania probki: 200 nm/min, szerokosc¢ spektralna | BEHSEERVEFZ e IR (1a)) wg Sudlowa. Wizualizacje

asma (dla monochromatora promieniowania wzbudzajgcego/emitowanego): 3/3 nm. struktury HSA przeprowadzono przy uzyciu
P P IC| przep P

programu CLC Drug Discovery Workbench.

WYNIKI Strukture HSA pobrano z bazy danych PDB, ID: 4K2C
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Tab. 2. State asocjacji K, dla kompleksu FA-HSA,

Ryc. 4. Krzywe wygaszania fluorescencji w uktadach: a) FA-HSA i FA-gHSA (w insercie), b) FA-BSA i FA-gBSA (w insercie); FA-HSA/BSA dla wzbudzenia A,, 275nm FA-gHSA oraz FA-BSA i FA-gBSA dla A, 275nm i A_,

i FA-gHSA/gBSA dla wzbudzenia A, 275nm (w insercie) oraz d) FA-HSA/BSA dla wzbudzenia A_, 295nm i FA-gHSA/gBSA dla wzbudzenia A_, 295nm (w insercie). 295nm
Metoda Stern- Aey 275NM Aoy 295NM Metoda Ky X 104
Volmera Kgy X 104 f, R2 K¢y X 104 f, R? Klotza Aey 275NM Aey 205NM
HSA 1.93 % 0.19 2.13 | 0.99 3.42 % 0.08 0.72 | 0.99 S Vo) ” y HSA 2.85%0.18 4.19 £ 0.15
ab.3. State Sterna-Volmera wyznaczone metodg

SN 2.97 £ 0.06 0.71 ! 3-85+0.16 0.76 | 099 Sterna-Volmera i uJ(amkoweSV maksima dostepnej gH>A 3-94 % 0.06 4-68 +0.25

BSA 3.66 £ 0.04 118 | 0.99 2.40 £ 0.18 0.83 | 0.99 fluorescenciji ,,f,” dla uktadu FA-HSA, FA-gHSA, FA-BSA BSA 5.73*0.37 4.49 £ 0.23

gBSA 4.34 + 0.02 134 | 0.99 7.19 + 0.39 1.69 | 0.99 oraz FA-gBSA dla A, 275nm i A, 295nm gBSA 10.05 + 0.42 11.55 + 1.43

WNIOSKI

» Dla uktadu FA-HSA i FA:-gHSA dla A, 275nm i A, 295nm wspdétczynnik Hilla ny, < 1 (Tab.1), co swiadczy o negatywnej kooperatywnosci
— wigzanie liganda w jednym miejscu ostabia jego wigzanie w innych miejscach w strukturze makroczasteczki
* Analiza krzywych Sterna-Volmera dla uktadu FA-HSA i FA-gHSA dla A, 275nm (Ryc. 3) dla mniejszych stezenri FA, wykazuje przebieg liniowy (dynamiczne wygaszanie fluorescenc;ji
HSA i gHSA w miejscu wigzania FA). Obserwowane przy wiekszych stezeniach FA odchylenia od prostej, moga swiadczy¢ o zajmowaniu przez czasteczki FA
w pierwszej kolejnosci fatwo dostepnych miejsc wigzania w strukturze albuminy
= Stata K, i K, otrzymana dla kompleksu FA-gHSA i FA-gBSA dla A, 275nm i A, 295nm przyjmuje wieksze wartosci niz dla kompleksu FA-HSA i FA-BSA (Tab.2 i Tab.3)

Ze wzgledu na wzrost stezenia albuminy glikowanej w surowicy krwi osob cierpigcych na choroby przewlekte, w tym na cukrzyce, niezwykle wazne jest uregulowanie
przyjmowanej przez nich dawki folacyny, celem zachowania homeostazy organizmu i/lub unikniecia negatywnym konsekwencjom jej przedawkowania
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