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STRESZCZENIE

CEL

Albumina surowicy krwi jest ujemnym biatkiem ostrej fazy. Jej steze-
nie maleje w odczynie zapalnym. Celem pracy byto zbadanie wigzania
ketoprofenu do biatek osocza — albuminy surowicy krwi w stanach zapal-
nych.

MATERIAE | METODY

Do badan uzyto albumine surowicy krwi ludzkiej (HSA, MP Biomedicals
™Inc, AuroraOH) oraz ketoprofen (KP, MP Biomedicals ™Inc, Eschwege,
Germany). Emisyjne widma fluorescencji zarejestrowano na spektrofluo-
rymetrze Hitachi F-2500, stosujgc kwarcowe kuwety o pojemnosci 4 cm?
i wymiarach 1 cm x 1 cm x 4 cm. Analiza uktadu ketoprofen — albumi-
na surowicy krwi ludzkiej (KP-HSA) zostata przeprowadzona za pomocg
techniki wygaszania fluorescencji albuminy surowicy krwi ludzkiej, przy
wzbudzeniu promieniowaniem o dtugosci fali A = 280 nm. Pomiarom
poddano trzy uktady KP-HSA,, KP-HSA,, KP-HSA, o stalym stezeniu
HSA (8 x 10°M, 4 x 10°M, 1 x 10°M), bez i w obecnosci KP o stezeniu
rosnagcym (1 x 10°M=+1.8 x 10*M). Wiazanie ketoprofenu do albuminy
surowicy krwi ludzkiej okreslono na podstawie statych asocjacji K, [M™']
i wygaszania K, [M"'].

WYNIKI

Ketoprofen (KP) wykazuje wysokie zdolnosci wygaszajace i wigzace. Zare-
jestrowano tworzenie komplekséw z albuming surowicy krwi (HSA), dla
stosunkéw molowych [KP]:[HSA], 0:1+22.5:1, [KP]:[HSA], 0:1+45:1 oraz
[KP]:[HSA], 0:1+180:1. Na podstawie przebiegu krzywych Scatcharda za-
obserwowano wystepowanie dwoch rownocennych klas miejsc wigzacych
w kazdym z uktadow KP-HSA. Wraz z obnizeniem stezenia albuminy, co
ma swoje odzwierciedlenie w stanach zapalnych, zarejestrowano wzrost
stalych asocjacji K, [M'] i wygaszania K, [M"'] w I klasie miejsca wigza-
nia. Zjawisko to $wiadczy o zmniejszeniu odlegtosci miedzy czasteczka
ketoprofenu a wzbudzonym fluoroforem w makromolekule oraz wzro-
Scie stabilnosci utworzonego kompleksu KP-HSA w stanach zapalnych.

'Katedra i Zaktad Farmaciji Fizycznej
Wydziatu Farmaceutycznego

z Oddziatem Medycyny Laboratoryjnej
Slaskiego Uniwersytetu Medycznego
w Katowicach

Koto Naukowe przy Katedrze

i Zaktadzie Farmadji Fizycznej
Wydziatu Farmaceutycznego

z Oddziatem Medycyny Laboratoryjnej
Slaskiego Uniwersytetu Medycznego
w Katowicach

ADRES

DO KORESPONDENCIJI:

Dr n. farm. Matgorzata Maciagzek-Jurczyk
Katedra i Zaktad Farmadji Fizycznej
Wydziatu Farmaceutycznego

z Oddziatem Medycyny Laboratoryjnej
Slaskiego Uniwersytetu Medycznego
w Katowicach

ul. Jagiellofiska 4

41-200 Sosnowiec

tel. 3236415 80

e-mail: mmaciazek@sum.edu.pl

Ann. Acad. Med. Siles. 2012, 66, 3, 27-33
Copyright © Slgski Uniwersytet Medyczny
w Katowicach

ISSN 0208-5607

27



28

ANNALES ACADEMIAE MEDICAE SILESIENSIS

Wartosci wyznaczonych parametréw wigzania w II klasie nie ulegly zmianie, prawdopodobnie
ze wzgledu na obecnos¢ oddziatywan hydrofobowych typu n-m, ktore stabilizujg kompleks.

WNIOSKI
Stezenie biatka transportowego, ktore maleje w stanach zapalnych, wptywa na zmiany dostep-
nosci wzgledem czasteczki KP. Wzrost trwatosci kompleksu KP-HSA w pierwotnym miejscu
wigzania w subdomenie IIIA moze przyczyni¢ si¢ do opdznionego dziatania leku.

SEOWA KLUCZOWE
ketoprofen, albumina surowicy krwi ludzkiej, technika wygaszania fluorescencji

ABSTRACT

AIM
Serum albumin is negative acute — phaseprotein which decreases in inflammation. The aim of the
study was to determine plasma protein binding of ketoprofen in inflammatory states.

MATERIAL AND METHODS
Human serum albumin (HSA) was provided by MP Biomedicals ™Inc, Aurora OH. Ketoprofen
(KP) was purchased from MP Biomedicals ™Inc, Eschwege, Germany. Fluorescent emission spec-
tra were carried out with a Hitachi F-2500 spectrofluorimeter and 1 cm x 1 cm x 4 cm quartz
cells. Study of KP-HSA complex has been carried out on the basis of human serum albumin
quenching fluorescence technique at excitation wavelength A = 280 nm. The following systems
has been analyzed: KP-HSA , KP-HSA,, KP-HSA, at constant concentrations of HSA (8 x 10-
M, 4 x 10°M, 1 x 10°M) in the absence and presence of KP at the increasing concentration (1
x 10°M=+1.8 x 10*M). Plasma protein binding of ketoprofen has been evaluated on the basis of
association K, [M"'] and quenching constants K, [M™'].

RESULTS

Ketoprofen (KP) exhibits high ability of quenching and binding. For the molar ratios of
[KP]:[HSA],, [KP]:[HSA], and [KP]:[HSA], respectively 0:1+22.5:1, 0:1+45:1, 0:1+180:1 the for-
mation of the complex has been observed. Scatchard curves showed two class of equivalent
binding sites for KP. With the decrease of serum albumin concentrations, that occurs in inflam-
matory state, the increase of binding parameters K, [M'] and K, [M"'] in first class of binding
sites has been observed. Because quenching constants indicate the distance between the excited
fluorophore and KP, their rise with a reduction of HSA concentration means that KP approaches
to fluorophore(s) macromolecule. The formation of the complex whose stability was confirmed
by the increase of K  was then proven. In the second class of values of K, [M"'] and K, [M-1] have
not been changed probably due to the presence of - hydrophobic interactions which stabilize
the KP-HSA complex.

CONCLUSIONS
The decrease of protein concentration in inflammatory affects changes in the availability towards
KP molecule. The growth of KP-HSA stability in the primary binding site (subdomain IITA) can
contribute to delayed action.

KEY WORDS
ketoprofen, human serum albumin, quenching fluorescence technique



WIAZANIE KETOPROFENU DO BIALEK OSOCZA

WSTEP

Odczyn zapalny jest reakcja obronng organi-
zmu na pojawiajacy si¢ czynnik uszkadzajacy
struktury tkankowe lub narzadowe. Jest wy-
razem swoistej, ukierunkowanej i wzmozonej
odpowiedzi biochemicznej, hematologicznej
oraz immunologicznej na poziomie lokalnym
lub ogblnoustrojowym. W reakcji zapalnej
wyroznia sie faze ostra trwajacg od kilku-
dziesieciu sekund do prawie 12 godzin od za-
dziatania bodZca, ktora przechodzi nastepnie
w faze przewlekta. W ramach reakcji zapalnej
lub podczas uszkodzenia tkanek zostaja uwal-
niane cytokiny prozapalne, ktore prowadza do
uwolnienia biatek ostrej fazy. Biatka te bio-
ra udziat w regulacji procesu zapalnego oraz
modulacji odpowiedzi immunologicznej. We-
dtug Koja, w odczynie zapalnym wyrdznia sie
5 grup biatek ostrej fazy [1]:

A - bardzo silnie reagujace, ktorych stezenie
w osoczu wzrasta 20-100 razy; zalicza sig
do nich a,-makroglobuling;

silnie reagujace, ich poziom w osoczu
wzrasta 2-5 razy; zalicza si¢ do nich o,-
-kwasna glikoproteing, fibrynogen i hap-
toglobine;

o stezeniu wzrastajacym o 30-60%; zali-
cza si¢ do nich ceruloplazming, a,-inhibi-
tor proteinaz, sktadowe dopeiniacza C3 i
C4, o,-antyplazming, biatko C-reaktywne
(CRP) i hemopeksyneg;

niewykazujace znacznych zmian stezenia;
zalicza si¢ do nich o -makroglobuling, an-
tytrombine III i immunoglobuliny;
charakteryzujace si¢ zmniejszeniem ste¢ze-
nia w osoczu o 30-60% wartosci
fizjologicznej; zalicza si¢ do nich albumi-
ne i transferryne [2].

Albuminy s3 najliczniej wystepujacymi bial-
kami osocza [3], o stezeniu 40-50 g/l [4], co
stanowi 55-65% wszystkich biatek krwi. Sg
stosunkowo matymi czgsteczkami o masie
66,5-66,9 kDa [S], tatwo rozpuszczalnymi
w wodzie i rozcienczonych roztworach soli
w zakresie pH 4,0-8,5. Ze wzgledu na bar-
dzo ztozong i roéznorodng strukture, ksztatt
ich czasteczki jest uwarunkowany sekwencja
tworzacych ja aminokwasow. Strukture trze-
ciorzedowa albuminy surowicy krwi tworzy
pofatdowany w ksztatcie serca o wymiarach
80 x 80 x 80 x 30A tancuch polipeptydowy
[6]. Pojedyncza czgsteczka albuminy skiada
sie z trzech homologicznych domen I, II, III,

B -

z ktoérych kazda podzielona jest na subdomeny
A oraz B [3].

Albumina surowicy krwi ludzkiej (HSA) zbu-
dowana jest z pojedynczego tancucha poli-
peptydowego ztozonego z 585 aminokwasow.
W strukturze drugorzedowej wystepuje 17
mostkéw disulfidowych, jedna wolna grupa
tiolowa reszty cysteinylowej w pozycji Cys-34,
jedna reszta tryptofanylowa w pozycji Trp-214
oraz 17 reszt tyrozylowych [7]. Jej budowa jest
w 67% heliakalna, pozostale 33% to skrety
i dtugie fragmenty polipeptydowe [4].
Albumina surowicy krwi odpowiada za utrzy-
manie 75-80% wartosci ciSnienia osmotyczne-
go oraz prawidlowego pH we krwi. Jest bufo-
rem odgrywajacym znaczaca role w rbwnowa-
dze kwasowo-zasadowej. Petni funkcje nosni-
ka we krwi, ma zdolnos¢ wigzania i transportu
licznych endo- i egzogennych substancji, m.in.
witamin, metabolitow, barwnikow, kwasow
ttuszczowych, lekéw, jonéw metali [3].
Wneki hydrofobowe albuminy s3 miejscami
wigzania wielu waznych fizjologicznie ligan-
dow, co stwierdzono, stosujac techniki dializy
rownowagowej, krystalografii rentgenowskiej
oraz techniki spektroskopowe. W nomenkla-
turze Sudlowa (1975 r.) oraz Cartera (1989 r.)
scharakteryzowano odpowiednio dwa miejsca
wigzania do albuminy (miejsce I dla warfary-
ny oraz II dla benzodiazepiny [8]) oraz szes¢
miejsc wigzacych dla rézniacych sie od siebie
pod wzgledem strukturalnym ligandow [6].
Ketoprofen — pochodna kwas fenylopropio-
nowego — nalezy do grupy niesteroidowych
lekéw przeciwzapalnych (NLPZ). Hamuje
aktywnos$¢ COX-1. Wykazuje silne dziatanie
przeciwzapalne, przeciwbdlowe i przeciwgo-
raczkowe. Jest stosowany w leczeniu objawo-
wym zmian zapalnych i zwyrodnieniowych,
w schorzeniach reumatycznych, czasem w fa-
godzeniu niektérych zespotéw boélowych. Bar-
dzo szybko wchtania sie z przewodu pokar-
mowego, 0siggajac po 60-90 min maksymalne
stezenie we krwi.

Wiaze sie z wysokim powinowactwem z al-
buming surowicy krwi w II miejscu Sudlowa,
w poblizu Tyr-409 zlokalizowanej w subdo-
menie IITA [8, 9]. W I miejscu Sudlowa, bli-
sko Tyr-214 znajdujacej sie w subdomenie IIA
znajduje sie wtoérne miejsce wigzania. Wstrzyk-
nigty domig$niowo lub podany doodbytniczo
osiaga to stezenie po 1 godz. Okres péttrwania
wynosi 1,5-1,9 godz. Przenika do ptynu ma-
ziowego, osiagajac po 4 godz. wieksze stezenie
niz we krwi. W wysokim stopniu wiaze sie
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z biatkami osocza. Wydalany jest w 55%
w postaci metabolitow, gtdwnie z moczem.
Najczestszymi przeciwwskazaniami do stoso-
wania ketoprofenu s3: nadwrazliwos¢ na sub-
stancje czynng lub ktorgkolwiek substancje
pomocniczg, reakcje jak po stosowaniu kwasu
acetylosalicylowego lub innych NLPZ, czyli:
skurcz oskrzeli, astma oskrzelowa, zapalenie
btony $luzowej nosa lub pokrzywka, reakcje
fotoalergiczne lub fototoksyczne, zaburzenia
uktadu krwiotworczego, czynna choroba wrzo-
dowa zotadka, przypadki krwawien, owrzo-
dzen lub perforacji z przewodu pokarmowego,
krwawienie z naczyn moézgowych, ciezka nie-
wydolnos¢ serca, ciezkie zaburzenia czynnosci
watroby lub nerek, ostatni trymestr cigzy.

Do dziatan niepozadanych zalicza sie schorze-
nia ze strony przewodu pokarmowego, ukta-
du krazenia i naczyn mozgowych oraz reakcje
skorne.

Poniewaz w odczynie zapalnym biatko ostrej
fazy - albumina surowicy krwi - zmniej-
sza stezenie w osoczu o 30-60% wartoSci
fizjologicznej, celem przedstawionej pracy
byta analiza wigzania ketoprofenu do biatka
transportujacego w stanach zapalnych.

MATERIAE I METODY

W badaniu zastosowano nastepujgce odczyn-
niki: albumine surowicy krwi ludzkiej (HSA)
frakcja V (MP Biomedicals ™Inc, Aurora OH)
oraz ketoprofen (KP) (MP Biomedicals ™Inc,
Eschwege, Germany). Roztwory KP oraz HSA
zostaty sporzgdzone w buforze fosforanowym
0,05 Mo pH = 7,4 + 0,1 na H,O destylowane;j.
Wszystkie pomiary przeprowadzono w tempe-
raturze 37°C

Analiza uktadu KP-HSA zostata przepro-
wadzona technika wygaszania fluorescencji
albuminy surowicy krwi ludzkiej. Pomiary
fluorescencji albuminy wykonano na jed-
nowigzkowym spektrofluorymetrze Hitachi
F-2500. Stosujac promieniowanie o dtugosci fali
A, = 280 nm wzbudzono fluorescencje grup
tryptofanylowych i tyrozynowych HSA. Btad
aparaturowy wynosit AL = 1 nm, ARF = 0,01.
Pomiarom poddano trzy ukiady KP-HSA,
KP-HSA,, KP-HSA, o stalym stezeniu HSA
(8 x 10°M, 4 x 10°M, 1 x 10°M), bez i w
obecnosci KP o stezeniu rosngcym (1 x 10°M+
1,8 x 10*M). Stopien wygaszania fluorescencji
HSA przez KP okreslano wzgledem roztworoéw

albuminy niezawierajacej KP. Opisane roztwo-
ry potraktowano jako probki kontrolne.

W celu zbadania wigzania KP do HSA wy-
znaczono w uktadzie KP-HSA state asocjacji
K, [M] oraz $rednig liczbe ,,a” moli KP zwigza-
nego ta stata z jednym molem albuminy, a takze
state wygaszania K, [M"] fluorescencji albumi-
ny dla kazdego z zastosowanych jej stezen.
Statg asocjacji K, wyznaczono ze zmodyfiko-
wanego przez Hiratsuka rownania Scatcharda

(1) [10]:

[Lr]

=n-K,-K,r (1)

a

gdzie: [L,] — stezenie leku zwigzanego z al-
buming, [L] - stezenie leku niezwigzanego
z albuming, n - liczba miejsc wigzacych, K,
- stata asocjacji kompleksu lek — albumina.
r f% — liczba moli leku zwigzanego przez 1 mol
albuminy, [X] - stezenie albuminy,

Stala wygaszania fluorescencji albuminy K,
wyznaczono ze zmodyfikowanego przez Leh-
rera rOwnania Sterna-Volmera [11] (2):

R, 1 1 1 1
o_ L L 1

— (2)
ARF [0] fa Ko fa

gdzie: ARF=RF - RFo - przyrost natezenia flu-
orescencji, — natezenie fluorescencji w obec-
nosci i nieobecnosci liganda, f - utamkowe
maksimum dostepnej fluorescencji albuminy
sumowanej po n fluoroforach, K, - stata wyga-
szania, [Q] — stezenie liganda.

WYNIKI

Na podstawie zarejestrowanych emisyjnych
widm fluorescencji albuminy surowicy krwi
ludzkiej (HSA), wzbudzonej promieniowa-
niem o dtugosci fali A = 280 nm, w obecnosci
ketoprofenu (KP) zaobserwowano obnizenie
intensywnosci fluorescencji albuminy pod
wplywem KP, ze wzrostem jego stezenia. Dla
trzech analizowanych stosunkéw molowych
KP-HSA ([KP]:[HSA], 0:1+22.5:1, [KP]:[HSA],
0:1+45:1 oraz [KP]:[HSA], 0:1+180:1) zaob-
serwowano stopniowe wygaszanie fluore-
scencji albuminy ze wzrostem stezenia KP.
Przyktadowe emisyjne widma fluorescencji
HSA w obecnosci KP ([KP]:[HSA],0:1+22.5:1)
ilustruje rycina 1.
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Ryc. 1. Emisyjne widma fluorescencji HSA o stezeniu 8 x 10° M
(1) w obecnosci KP o stezeniach 1 x 10°M (2)+1.8 x 10*M (19),
[KPL:[HSA], 0:1:22.5:1, A, = 280 nm.
Fig. 1. The fluorescent emission spectra of HSA (1) ([HSA] 8 x 10
M) in the presence of KP ([KP] 1 x 10°M (2)+1.8 x 10*M (19)),
[KPJ:[HSAJ, 0:1:22.5:1, A, = 280 nm.

Na rycinie 2 poréwnano krzywe wygaszania
fluorescencji HSA w obecnosci KP, dla trzech
uktadow KP-HSA +KP-HSA,.

12 + KP-HSA1
= KP-HSA2
14 + KP-HSA3
0.8
i +
B s
06
=
041{°= AT
" "
‘e A
+m 4 a i
02 . s
4 *. s £ i "
\\ -..’..-. R
0
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180
[KPJ:[HSA]

Ryc. 2. Krzywe wygaszania fluorescencjiHSA o stezeniach 8 x10° M,
4 x10° M, 1x 10 M w obecnodci KP o stezeniach 1 x 10°M+
18 x 10°M, [KPJ[HSA], 0:1+22.5:1, [KPJ:[HSA], 0:1+45:,
[KP].[HSA], 0:1:22.5:1, A= 280 nm.

Fig. 2. The quenching of HSA ([HSA] 8 x 10° M, 4 x 10°¢ M,
1x 10 M) fluorescence in the presence of KP ([KP] 1 x 10°M=
+18 x 10“M), [KPL[HSA], 0:1:22.5:1, [KPL[HSA], 0:1+45:,
[KP]:[HSA], 0:1+22.5:1, A= 280 nm.
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Ryc. 3. Krzywe Scatcharda wyznaczone w uktadach KP-HSA+
+KP-HSA,.
Fig. 3. The Scatchard curves in KP~HSA +KP-HSA, systems.

wigzacych czasteczke ketoprofenu (KP) w czg-
steczce HSA. 1 klasa miejsc wigzacych wy-
stepuje dla stosunku molowego [KP]:[HSA],
1.25:1+6.25:1, [KP]:[HSA], 2.5:1+12.5:1
oraz [KPJ:[HSA], 10:1+50:1. Dla stosun-
ku molowego [KP]:[HSA], 6.25:1+22.5:1,
[KP):[HSA], 12.5:1+45:1 i [KP]:[HSA], 50:1+180:1
zaobserwowano istnienie II klasy miejsca wig-
zania. Korzystajac z robwnania (2) wykreslono
zmodyfikowane krzywe Sterna-Volmera (ryc. 4)
i wyznaczono stale wygaszania K, [M"] dla
kazdej klasy miejsca wigzania, swiadczace
o dostepnosci KP do wzbudzonego fluoroforu
albuminy surowicy krwi ludzkiej o stezeniu
statym, w kazdym uktadzie nizszym. State
wygaszania [M'] dla uktadéw KP-HSA =
KP-HSA, zebrano w tabeli L.

Tabela I. Wartoci statych asocjagji K, [M] oraz wygaszania K,
[M"] wyznaczone w ukfadach KP-HSA +KP-HSA,

Table I. Values of association K, [M"] and quenching K, [M"] con-
stants obtained in the KP-HSA +KP-HSA, systems

Na podstawie rownania (1) wykreslono krzy-
we Scatcharda (ryc. 3), z ktérych wyznaczono
state asocjacji K, [M], Swiadczace o trwatosci
utworzonego kompleksu, oraz $rednig liczbe
czasteczek leku ,,a” przypadajaca na jedna
czasteczke albuminy ludzkiej ,,a” dla kazdego
z uktadow KP-HSA (tab. I).

Przebieg krzywych Scatcharda sugeruje wy-
stepowanie wiecej niz jednej klasy miejsc

Wartos¢ KP-HSA,  KP-HSA, KP-HSA,
K, X105 M 0,57 0,64 0,92
3 0,92 0,88 0,88
K, X105 [M] 0,43 0,43 0,43
a, 1,01 1,00 1,08
Ky X10° [M] 0,39 0,55 0,85
Kgy X10° [M] 037 0,40 037
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Ryc. 4. Krzywe Sterna-Volmera wyznaczone w uktadach KP-HSA,
+KP-HSA,
Fig. 4. The Stern-Volmer curves in KP~HSA +KP-HSA, systems.

DYSKUSJA

Podstawowym warunkiem zjawiska wygasza-
nia fluorescencji jest mniejsza niz 10 nm od-
legto$¢ miedzy czasteczky leku, zwanego wy-
gaszaczem, a albuming surowicy krwi [11,12].
Zastosowanie promieniowania o dtugosci fali
A, = 280 nm wzbudza w albuminie surowicy
krwi ludzkiej Trp-214 zlokalizowany w subdo-
menie IIA oraz reszty grup tyrozylowych znaj-
dujacych sie takze w subdomenie ITA (Tyr-263)
oraz IB, IIB, IIIA. Role tyrozyn, a przede wszyst-
kim Tyr-411, 409 i Arg-410 (subdomena IIIA)
w oddziatywaniach elektrostatycznych NLPZ
zalbuming ludzka potwierdzili Watanabei wsp.
[13] oraz Mao i wsp. [14]. Rahman i wsp. zaj-
mowali si¢ charakterystyka miejsca wigzania
NLPZ, m.in. ketoprofenu w czasteczce HSA,
stosujgc metody dializy rownowagowej, CD
i fluorescencyjna. Dowiedli, iz obecnos¢ grupy
karboksylowej w strukturze NLPZ determi-
nuje jego miejsce wigzania do HSA. Podczas
oddziatywania grupy karboksylowej NLPZ
z HSA szczeg6lna role odgrywa obecnos¢ reszt
tyrozyny, lizyny oraz histydyny [15].

Albumina surowicy krwi jest ujemnym bial-
kiem ostrej fazy. Podczas reakcji zapalnych jej
stezenie maleje. Aby zbadac¢ wigzanie KP stoso-
wanego w stanach zapalnych do biatka trans-
portowego HSA, analizowano emisyjne wid-
ma fluorescencji HSA w obecnosci KP, wraz ze
wzrostem jego stezenia. Mniejsze stezenie HSA
w kazdym z kolejnych uktadéw odpowiada
zmianom stezenia albuminy w stanach za-
palnych w warunkach in vitro. Emisyjne wid-
ma fluorescencji HSA w ukfadach KP-HSA
KP-HSA, oraz KP-HSA,0 stezeniu mniejszym

w kazdym z kolejnych uktadéw, wzbudzonych
promieniowaniem o dugosci A = 280 nm
w obecnosci KP wskazuja na zmniejszenie
intensywnosci fluorescencji fluoroforéow Trp-
-214 oraz reszt tyrozylowych znajdujacych sie
w strukturze albuminy (ryc. 1). Ze wzrostem
stezenia KP zmalata dostepnos¢ fluoroforow
dla kolejnych czgsteczek leku. Zmniejszenie
intensywnosci fluorescencji albuminy surowi-
cy krwi $wiadczy o przejmowaniu przewaza-
jacej czeSci energii pochodzacej od wzbudzo-
nych Trp-214 oraz reszt grup tyrozylowych
i tworzeniu kompleksow z HSA [16], bez
wzgledu na jej koncowe stezenie. Tworzenie
kompleksu KP-HSA potwierdza przebieg krzy-
wych wygaszania fluorescencji w obecnosci KP
(ryc. 2), ktory wskazuje na zmniejszenie wysy-
cenia kompleksu wraz z obnizeniem stezenia
albuminy.

Przebieg krzywych Scatcharda (ryc. 3) sugeruje
wystepowanie dwoch klas miejsc wiazacych
w kazdym z uktadéw KP-HSA. Wartosci sta-
tych K, w I klasie miejsc wigzacych (IIIA [13,
14]), ktoéra jest pierwotnym miejscem wigza-
nia, sg zblizone do wyznaczonych w II kla-
sie (IIA) (tab. I). Ich podobienstwo swiadczy
o rownocennos$ci miejsc wigzania w subdome-
nach IIIA oraz IIA w momencie tworzenia kom-
pleksu. Wraz z obnizeniem stezenia albuminy,
co ma odzwierciedlenie w stanach zapalnych,
ros$nie stata asocjacji w I klasie miejsca wigza-
nia. Zjawisko to moze $wiadczyé o wzroscie
trwatosci kompleksu KP-HSA. Zwiekszenie
stabilnoSci w miejscu wigzania w subdome-
nie IIIA moze przyczyni¢ sie do opdznionego
dziatania leku. Mimo obnizenia stezenia HSA,
state asocjacji w II klasie miejsca wigzania nie
ulegty zmianie. Zjawisko to ttumaczy obecnos¢
oddzialywan hydrofobowych typu = — 7= mie-
dzy pierScieniami aromatycznymi czasteczek
KP a pierScieniami aromatycznymi amino-
kwasow w obrebie subdomeny IIA (Trp-214)
wystepujacych w makromolekule, ktore stabi-
lizuja trwatos¢ kompleksu. Ze wzrostem statej
wigzania KP do czasteczki albuminy w I klasie
miejsca wigzania maleje Srednia liczba czaste-
czek leku przypadajgca na jedng czasteczke
albuminy. W obrebie subdomeny IIA liczba ta
nie ulega zmianie. Wraz z obnizeniem stezenia
HSA rosng takze wartosci statych wygaszania
tylko w pierwotnym miejscu wigzania (ryc. 4,
tab. I). Poniewaz stale wygaszania $wiadcza
o odlegtosci czgsteczki KP od wzbudzonego
fluoroforu, ich wzrost wraz z obnizeniem ste-
zenia HSA w stanach zapalnych zwigzany jest
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ze zblizeniem czasteczki KP do makromole- 2.
kuty i tworzeniem kompleksu, ktorego stabil-
nos¢ zostala potwierdzona wzrostem statych

asocjacji K.

Technika wygaszania fluorescencji albu-
miny surowicy krwi ludzkiej (HSA), ktorej
stezenie zmniejsza si¢ w stanach zapalnych,

pozwolita na stwierdzenie, iz koncowe ste-
zenie biatka transportowego wptywa na
zmiany dostepnosci albuminy wzgledem

WNIOSKI

1. Zastosowany w pracy ketoprofen (KP) wyka-
zuje duze zdolnosci wygaszajace i wigzace.

czgsteczki KP.
3. Wazrost trwatosci

kompleksu KP-HSA

w pierwotnym miejscu wigzania w subdo-

menie IIIA moze przyczyni¢ si¢ do opdz-
nionego dziatania leku.
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