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چكيده
مونواكسيم)استيلديايمينواتيل)پيپرازين- (2باز شيف = ليگاند  Cl2 )SBL[Zn(SBL)2]روي كمپلكس كنشبرهم پژوهش اين  در

310، 303مولار سديم كلريد در سه دماي ميلي 1/0حاوي  در محيط تريس بافر (BSA)و گاوي  )HSAي (سرم انسان نيآلبومبا پروتئين 
،ندتقريب مشابه بودبهكس آمده براي هر دو كمپلدستهب هاينتيجه سنجي مورد بررسي قرار گرفت.هاي طيفروش باكلوين  317و 
كنش كمپلكس روي ازدليل برهمبه هر دو پروتئينسازي فلورسانس ذاتي سنجي فلورسانس نشان داد كه خاموشكه طيفطوريهب

با هر دو پروتئين برهم~ =M-1 104Kbتقريب مشابه،به. كمپلكس روي با تمايلي است ايستاسازي خاموش سازوكار راه كنش كرد.،
گريزيآبهاي كنشنقش برهم ولي ،هاي واندروالس را نشان دادكنشهاي ترموديناميكي مشاركت پيوند هيدروژن و برهمعامل

كنش كمپلكسساختاري طي برهم اهميت نيست. تغييرهايبي Sدليل حضور گروه ايمين در ساختار كمپلكس و مقدار كوچك به
بررسي قراردورنگ نمايي حلقوي مورد ،سه بعدي و همچنين زمان وفلورسانس هم هايروش باروي با دو پرروتئين مورد مطالعه 

در اطراف محسوسي تيقطب تغيير BSAو  HSAكنش كمپلكس با برهمفلورسانس همزمان نشان داد كه در حين  هاينتيجهگرفت. 
ييدورنگ نما يسنجفيطبررسي  كند.تغيير ميقطبيت  نيروزيتمانده دهد در حالي كه در اطراف باقينمي رخ پتوفانيتر ماندهيباق

كند كهتاييد مي پژوهش اين هايدهد. نتيجهدر ساختار هر دو پروتئين را نشان مي كاهش محتواي مارپيچ آلفاي نيز دوران
جاي پروتئيندارويي به  هايتوان در مطالعهگاهي مي ،بنابراين .تقريب مشابه استبهكنش كمپلكس روي در هر دو پروتئين برهم

كرد.حيواني آن استفاده  انساني از هم خانواده

،انساني/گاوي آلبومين ساختاري، سرم ترموديناميكي، تغييرهاي /پيوندي هايعامهاي پروتئين، كنشبرهم: كليدي هايواژه
شيف باز هايكمپلكس

مقدمه
كه تفاوتيم ليگاندهاي با فلزي هايكمپلكستهيه 

.است گرفته قرار توجه مورد بسيار نددار زيستي هايويژگي

آلي هايتركيب از عمده گروه يك شيف باز ليگاندهاي
مانندبسياري  زيستي هايويژگي داراي كه هستند
التهابي،پاد مالاريا،پاد قارچ،پاد باكتري،پاد هايفعاليت
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هايتركيب . شيف بازها]4تا  1[بر هستند تب و ويروسيپاد
آمين هستند كه از تراكم) –R = CN–( ايميني حاوي گروه

در .]5[ شوندميتهيه ) ’RCOR( فعال نيلكرب با نوع اول
يا NO هايگروه بيشترهاي دهنده شيف بازها اتم بيشتر

N2O2  هستند و در برخي نيزO باتواند مي N  وS  ياSe

گروه ،هااين تركيب در كه رسدمي نظربه .]6[شود  جايگزين
هايويژگي توسعه در ايپايه نقشي –C = N– عاملي
اخير،هاي در سال .دارد اكسيدانيپاد فعاليت مانند ،زيستي
براي جاذب عنوانبه شيف باز فلزي هايكمپلكس از بسياري

ويژگي و اندشده استفاده اكسيژن فعالحاوي هاي گونه
مثال، ليگاند براي .]8و  7[د دارن توجهيقابل اكسيدانيپاد

و متيل فنل-4-ايمينو)متيل)-4-دي(فنازونيل- 6،2 متقارن
،آن كبالتاي دو هسته روي و ايهسته تك هايكمپلكس
هايراديكال برابر در توجهيقابل اكسيدانيپاد فعاليت

تهيه شهمكاران و لي. ]9[ند دار هيدروكسيل و سوپراكسيد
و نوهيدرازبنزوئيلهيدروكسي-2-يننارينجنباز ليگاند شيف 

اكسيدانيپاد قدرت هاآن. كردند گزارش را آن هايكمپلكس
سوپراكسيد و هيدروكسيل هايراديكال برابر در هااين تركيب

و شدهتهيه كردند. ليگاند ارزيابي آزمايشگاهي شرايط در را
ندنشان داد توجهيقابل اكسيدانيپاد تقدر آن هايكمپلكس

نيز مانيتول و C ويتامين مانند استاندارد هاياكسيدانپاد از و
- هسپرتين باز، ليگاند شيفتهيه  .]10[عملكرد بهتري داشت 

هايكمپلكس از برخي و هيدرازونبنزوئيل هيدروكسي-2
از هاآن. شد گزارش شهمكاران و لي توسط آن فلزي
O2( هايراديكال مهار هايروش

െ• ( و )HO• (براي
استفاده شدهتهيه هايتركيب در اكسيدانيپاد قدرت ارزيابي
شدهتهيه هايكمپلكس كه داد نشان هاآن هاينتيجه. كردند

هاياكسيدانپاد از برخي حتي و آزاد ليگاند با مقايسه در
.]11[ دارند بالاتري اكسيدانيپاد ظرفيت ،استاندارد

585با  يكرو يني) پروتئHSA1( آلبومين سرم انساني
فراوانترينترين و درعين حال اصلياسيدآمينه، جزء 

اين پروتئين .موجود در پلاسماي خون است هايپروتئين
و 12[ استفشار اسمزي خون از درصد  80حدود مسئول 

،I( اختصاصي پيوندن سه جايگاه اشت. اين پروتئين با د]13
II ،IIIناحيه ريدو ز ها) كه هر كدام از آن A  وB نقش، نددار

.]15 و 14[ مهمي درانتقال و پخش داروها در خون دارد
از يكي پروتئين، ساختار و تغيير خون آلبومين با دارو پيوند
بر و،راين از. هستنددارو  جانبي عوارض بروز هايعامل
شده پروتئين مطالعه اين با داروهاتعداد زيادي از  كنشهم

استفادهمورد نيعمول منابع آلبومطورم به. ]17 و 16[ است
نيآلبومو  رغم تخم 2نياوالبوم ي،انسان نيشامل سرم آلبوم

يوزن مولكول يدارا يسرم گاو نيآلبوم .گاو است ريسرم ش
،C 25°در آب  7/4 كيزوالكتريا و نقطه لودالتونيك 66

ساده و بيترك نيا يسازخالص است، فراوان و در دسترس
خانواده انساني خود (يعنيمشابه همي ونديپ ويژگي يدارا

HSA( در مهمي زيستي هاينقش آلبومين. گاندهاستيبا ل
نظر از. است عملكردي چند پروتئين يك و دارد بدن

دچار اختلال سادگي به ولي است پذيرانعطاف بسيار ساختاري
از بسياري حامل ،پروتئين اين. شودساختاري شديد نمي

چرب، اسيدهاي روبين،بيلي ندمان گوناگون هايتركيب
حلقوي هايتركيب ،هاپادزيست داروها، ها،هورمون آمينواسيدها،

.]18[ است يفلز هايكاتيون از بسياري و كوچك و باردار
ساختاري رابطه بين ميزان فعاليت و تغييرهاي هامطالعه
ساختار تغييرهاي مطالعهها را به اثبات رسانده است. پروتئين

،فرابنفش- مرئي سنجيطيف با هاپروتئين (ساختار ثانويه)
  .]19[پذيرد مي صورت3دوراني نماييدورنگ و فلورسانس
با ليگاند شيف باز (II)روي كمپلكسيك  ،پژوهش اين در

كه) 1(شكل  مونواكسيماستيلديايمينواتيل)پيپرازين- (2

1. Human serum albumin (HAS) 2. Ovalbumin 3. Circular dichroism (CD) 
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HT-116هاي سلولي رده توموري آن عليهپاد هايويژگي

پروتئين با آن كنشبرهمو انتخاب  ،]1[ گزارش شده است
با استفاده از،  BSA1و  HSAسرم انساني و گاوي، آلبومين
هايشيوه ت.فهاي اسپكتروسكوپي مورد مطالعه قرار گرروش

،و همچنين اين دو پروتئين با كمپلكس اين پيوندي
، تغييرهايو همچنين ترموديناميكي و پيوندي هايعامل

فرابنفش، مرئي سنجيطيف كمك به نساختاري اين پروتئي
.ندشد بررسي دوراني نمايي دورنگ و رسانسفلو

شدهتهيه كمپلكس شيف بازساختار مولكولي  1شكل 

تجربي بخش
 هادستگاه و مواد

هايروش با مصرف، از پيش مورداستفاده هايحلال
-2مونواكسيم، استيل واكنشگرهاي. دشدن تقطير استاندارد
آلبومين و كلريد سديمكلريد،  (II)، روي پيپرازينآمينواتيل

از متانآمينو)متيلهيدروكسي(تريسو  سرم انساني و گاوي
ناحيه در الكتروني هايطيف شدند. خريداري آلدريچ شركت
 JASCOسنج طيف از استفاده با فرابنفش، و مرئي

UV/Vis-7850  براي بررسي نشر فلورسانسشد. ثبت،
 Agilent Cary Eclipseسنج فلورسانسنورطيف

جسنشقطبطيف با CDهاي شد. طيف كارگرفتهبه
شد. ثبت  Jasco J-810 2دوراني نماييدورنگ

1. Bovine serum albumin (BSA) 2. Circular dichroism spectropolarimeter 

.]1[ شده تهيه شدروش گزارش اكمپلكس شيف باز ب
ايشده برعنصري محاسبه تجزيه ايهنتيجه

C20H40N8O2Cl2Zn (M.W: 596.6)؛23/40كربن،  ؛
هايدرصد و نتيجه 77/18؛ نيتروژن، 70/6هيدروژن، 

؛ هيدروژن،10/40كربن،  براي اين تركيب؛ آمدهدستهب
(قرص FTIRدر طيف د. دندرصد بو 63/18؛ نيتروژن، 49/6

KBr(  نوارهايcm-13319 مربوط به ارتعاش كششي گروه
OH م، اكسيcm-1 1483 مربوط به ارتعاش كششي گروه

C=N  ،اكسيمcm-1 1636 مربوط به ارتعاش كششي گروه
پيوند هايمربوط به ارتعاش cm-1457 شيف باز و ايميني
كمپلكس در ميدان1HNMRطيف  هستند. Zn-Nفلزي 

ثبت شد. نوار پهن DMSO-d6مگاهرتز و حلال  250
-C=N-)گروه اكسيم  به هيدروژن ppm 45/11يكتايي در 

OH) 78/1ه گسترها كه در نشانكشود. ساير نسبت داده مي
اند مربوط به دو گروه متيل بخششده پديدار ppm 21/4ي ال

هاي پيپيرازينو پروتون (ppm, 6H 2.46-1.78)اكسيمي 
(2.88-4.21 ppm, 12H) هستند. در مقايسه با ليگاند آزاد

توجهييي شيميايي قابلجاهكمپلكس جاب هايهمه پروتون
كئورديناسيون ليگاند شيف بازكننده دهند كه تاييدنشان مي

. در طيف الكتروني كمپلكس، سه نوار دراستبه مركز فلزي 
وار اول به. دو نندشد پديدارنانومتر  319و  283، 228
C=Nگروه  *n→πو  *π→πالكتروني  هايانتقال

بار فلز به ليگاند نسبت داده هايآزومتين و نوار سوم به انتقال
.]1[ شودمي

BSAو  HSAبا  كمپلكس روي كنشمطالعه برهم

و HSA حاملپروتئين  روي و دوكنش كمپلكس برهم
BSA  مولار سديمميلي 10در محيط تريس بافر حاوي

كمپلكسمادر  محلول. بررسي شد 4/7برابر با  pH كلريد با
در آب دوبار كردنحل مولار با 3×10- 3 روي با غلظت

هريك از دو پروتئين مناسب محلول .شد تهيه شده،تقطير
.شد تهيه كار تريس بافر در آن كردنحل با نيز
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Vis-UV سنجي طيف

كمپلكس با-پروتئين هاي جذبي محلولطيف
500تا  200طول موج  گسترهدر  فرابنفش- مرئي سنجطيف

5 هر پروتئيندر اين بررسي غلظت  نانومتر ثبت شدند.
3/54تا  7/2ه گسترميكرومولار و غلظت كمپلكس در 

ميكرومولار بود.
 انسسرفلو سنجي طيف

مؤثر در يها از روش يكيفلورسانس  يسنج فيط
كنشو قدرت برهم روش ،يسازخاموش سازوكار صيتشخ

،بنابراين . ]20[ است شدهتهيه و كمپلكس پروتئين نيب
500 تا 300 طول موج گسترهسانس در رگيري نشر فلواندازه
متفاوتهاي فلورسانس در سه دماي طيفانجام شد.  نانومتر

هاي فلورسانسطيفكلوين ثبت شدند.  317و  310، 303
0/3و  HSAميكرومولار براي  2/3(تنها با غلظت ثابت  پروتئين

از كمپلكس تفاوتيمهاي ) و در غلظتBSA ميكرومولار براي
نانومتر و 280تهييجي  در طول موجميكرومولار)  60تا  0روي (

ثبت شدند.نانومتر  337 نشر طول موجبيشينه 
متفاوت سازوكاردو  اتواند ب ميرسانس فلوسازي خاموش

ايستا به دليل تشكيل سازيخاموش .روي دهد و  پويا 1ايستا
كننده است وو خاموش حالت پايه بين فلوروفور كمپلكس
-و خاموشوفور رفلوسازي پويا نتيجه برخورد بين خاموش

باه سازي ايجاد شدبراي بررسي خاموش .]21[ استكننده 
.]22[شد  كارگرفتهبه 1ولمر -معادله استرن ،كمپلكس

ܨ)1(
0ܨ
ൌ 1 ൅ SVܭ ሾܳሿ ൌ 1 ൅ 0ሾܳሿ߬ݍ݇

هاي فلورسانس دره ترتيب شدتب Fو  F0 در اين معادله،
بت سرعتثا kq  كننده وغياب و حضور خاموش

تثابت سرعKSV ، نيپروتئ-فوروفلورسازي خاموش
مدت زمان عمر پروتئين بدون0  ولمر،-سازي استرنخاموش

1. Static

ميزان در كهكننده است غلظت خاموش[Q]  كننده وخاموش
كننده وابستهها در برابر خاموشفوروفلوردسترس قرار گرفتن 

سازي تنها بخشييند خاموشابه اندازه و بار آن است. در فر
كننده موثر هستند، پس ثابت سرعتخاموش از برخوردها با

معادلهبا توجه به  صورت تجربي تعيين شود.شي بايد بهخامو
KSV = kqτ0 تريپتوفان در هر دوعمر فلورسانس  زمان

سازيثانيه است. ثابت سرعت خاموش 10- 8 حدودپروتئين 
كرد. برآورد بالامعادله  پايهان بر تورا مي پروتئين-كمپلكس

هايعاملتوان سازي فلورسانس ميبا استفاده از خاموش
هاي پيوند) و تعداد محلKديگر مانند مقادير ثابت پيوند (

.)2(معادله  دست آورد) را بهn( مولكولدرشتليگاند به 

݃݋݈)2(
ሺ0ܨ െ ሻܨ

ܨ
ൌ logܭ ൅ ݊ log 	ሾܳሿ	

ليگاند (پروتئين، دارو، فلزات و كنشجايي كه در برهمآناز
مانند نيروهاي واندروالس، اوتيتفغيره) با پروتئين نيروهاي م

كنش الكتروستاتيك و پيوندهايكنش آبگريز، برهمبرهم
ليگاند به پروتئين پيونددر  ،بنابراين ؛هيدروژني شركت دارند

دهد كه خاموشي فلورسانس نيزيك انتقال انرژي روي مي
نتيجه اين انتقال انرژي است. اين نوع خاموشي كه در اثر

شود بهمولكول به مولكول ديگر ايجاد مي انتقال انرژي يك
پايهبر .]23[معروف است  2فلورسانس انرژي رزونانسانتقال 

نظريه انتقال انرژي غير تشعشعي سرعت اين انتقال انرژي به
زير وابسته است: هايعامل

و گيرنده(پروتئين) هاي دهنده يابي دو قطبينسبت جهت. 1
)(كمپلكس روي

پوشاني طيف نشري فلورسانس دهنده (پروتئين)اندازه هم. 2
)كمپلكس رويبا طيف جذبي گيرنده (

ه بين دهنده و گيرندهفاصل. 3
انتقال انرژي فقط به فاصله بين پروتئين و ليگاند محدود

ز در اين) نيR0شود بلكه فاصله انتقال انرژي بحراني ( نمي
2. Fluorescence Resonance Energy Transfter (FRET) 
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باهاي مربوط به اين انتقال انرژي عامل ر است.انتقال موث
ند.آيدست ميهزير ب 6تا  3هاي معادله
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هاي فلورسانسبه ترتيب شدتF و  F0 هامعادلهاين در 
فاصله بين rكننده، پروتئين در غياب و حضور خاموش

 K2،(فاصله فورستر)فاصله بحراني R0،پروتئين و ليگاند
متوسطn  فضايي دو قطبي پروتئين و ليگاند،يابي عامل جهت

ها همپوشانيكساري محيط در ناحيه موجي كه طيفتوان ان
اثر Jبهره كوانتومي پروتئين و  ، است 33/1و برابر دارند 

ري پروتئين و طيف جذبيهمپوشاني طيفي بين طيف نش
.]24[ ليگاند است

 زمانسنجي فلورسانس همطيف
هاي موجود در محيطبا مولكول پروتئينكنش برهم
جزئي تغيير ايجاد موجب ،هاكمپلكس مثالراي ب ،اطراف آن

رسي نوعكه براي بر ودشميو تغيير قطبيت  بنديصورت
گيري تفاوت بين ندازهبراي اين ا .داردكنش اهميت برهم

نانومتر (براي 15 بر روي )طول موح تحريك و نشر (
هر دونانومتر (براي تريپتوفان) تنظيم شد.  60تيروزين)  و 

نانومتر ثابت شدند. 5و نشر نيز در  تحريك نوارشكاف 
 )CD( دروانيدورنگ نمايي 

و غياب در وتئينپر دوم تغييرساختارهاي آزمايش اين با
غلظت. شد بررسي محيط دماي درروي  كمپلكس حضور در

ميكرومولار بود و تغيير 3 مطالعه اين براي موردنياز پروتئين
كنش غلظت مشابهي ازدر ساختار پروتئين در اثر برهم

قرارگفتن درسه دقيقه ميكرومولار) پس از  3كمپلكس (
و تنها افرب هايطيف همچنينشد.  بررسيخانه، گرم

ثبت شاهد هايعنوان نمونهبه نيز پروتئين بدون كمپلكس
.شدند

ها و بحثنتيجه
و HSA دو پروتئين فلورسانس  هايطيف 2 شكل

BSA در  كمپلكس روي متفاوت   هايغلظت   افزودن   با   را 
نانومتر 280برانگيختگي موج طول   دركلوين  303  دماي
هاي مربوط به دو دماي ديگر نمايش(طيف دهدمي   نشان

   .داده نشده است)

و )A( ميكرومولار) HSA )2/3نشر فلورسانس پروتئين  هايطيف 2شكل 
هاي متفاوتي ازغلظت در حضور) B(ميكرومولار)  BSA )0/3پروتئين 

) ميكرومولار  64تا  0(و  HSAبراي  )ميكرومولار 60تا  0كمپلكس روي (
كلوين 303در  BSA براي
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كمپلكس روي غلظت   افزايش   با   شكل،   اين   به   توجه   با
امر اين   كه   يابدمي   كاهشبراي هر دو پروتئين  نشر   شدت
.است  پروتئين  اين دو با   اين تركيب   كنشبرهم   دهندهنشان

مپلكسك غلظت   حسب   بر  F0/F  نمودارهاي 3 شكل
ثابت (    KSV  مقادير  . دهد مي   نشان   متفاوت   دماهاي   در   روي را
سازي)(ثابت سرعت خاموش    kqو) ولمر - استرن   سازيخاموش

پروتئين -كمپلكس روي   دو سامانه   براي   متفاوت   دماهاي   در
توجه   با. نمايش داده شده است 1محاسبه شد كه در جدول 

و HSA     سازيخاموش  سازوكار 1 جدول در  KSV  مقادير   به
BSA  مقادير   زيرا   ،است ايستا نوع    از روي كمپلكس   با  KSV  با
مشاهده 1    جدول   در   كه   طورهمان  . يابندمي   كاهش   دما   افزايش

-Sعدد   از   تركيب   اين   براي  KSV =kq τ0  ( kq( مقادير   شودمي

1M-1  1010× 2   ) به   سازيخاموش   سرعت   ثابت   بيشينه   عدد   اين
 - فلوروفور   گذار   حالت   تشكيل  يعني   نفوذي   برخورد   طريق

است تربزرگ    )است زيستي   هايمولكول	درشت   با   سازيخاموش
را   شدهتهيهمپلكس ك با سازيخاموش  سازوكار   بودن   ايستا   كه

هاي مشابهي توسط هو و همكارانش براينتيجه  .دهدمي   نشان
شيف L1گزارش شده است كه  ]Cu(L1) (NO3)2[ كمپلكس
- يلا- 8- ينولين((ك- 4- متيل- )E((از كينولين شده باز مشتق

 log  هاينمودار 4 شكل .]25[است  ))بنزوات آمينو) متيلن)

(F0 –F)/F  حسب بر log [Complex]    دماهاي در را
كمپلكسو  HSA-كمپلكس روي امانهس  براي متفاوت
در شدهمحاسبه  n  و  Kb  مقادير 1جدول و  BSA-روي

مقدار .دندهمي نشان هاسامانه اين براي را متفاوت دماهاي
n  با. است يك به نزديكطور تقريبي به سامانهدو  اين براي

دهنده نشان كه يابدمي كاهش  Kb  مقادير دما،   افزايش
هاينتيجه مشابه هانتيجه اين. است يستاا سازيخاموش

KSV  هاي سونگ و همكارانشها با گزارشاست. اين نتيجه
چنين روندي در بسياري از. ]26[دارد  همخواني
هادر آن كههاي شيف باز مشاهده شده است كمپلكس

يستاسازوكار ا اسازي نشر فلورسانس پروتئين بخاموش
بين   شده  ايجاد   نيروهاي .]31تا  26 ،8[پيش رفته است 

مانند   هامولكولدرشت   و   داروها   مانند   كوچكي   هايمولكول
واندروالس،   هيدروژني،   پيوندهاي   شامل   عمده   طوربه   هاپروتئين
با .]33 و 32[است    گريزآب و   يستاييالكتروا   هايكنشبرهم

پروتئين   با   دارو   كنشبرهم ترموديناميكي   هايعامل   محاسبه
اين   محاسبه    .كرد بينيپيش   را   هاكنشبرهم   اين   نوع   توانمي

و   هوفوانت معادله   كمك   با)  ΔG  و  ΔH،  ΔS ( هاعامل
5شكل    . است   يرپذ   امكان T /1  به   نسبت  Ln K  نومدار رسم

1 جدول و  مطالعهمورد سامانهبراي دو  هوفوانت    مودارن
  . دندهمي   نشان را  شده محاسبه  ΔG  و  ΔH،  ΔS  مقادير

و) HSA  )Aكنش ولمر براي برهم - هاي استرننمودار 3شكل 
BSA )B (با كمپلكس ) رويII 317و  310، 303) در سه دماي

كلوين
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)B( BSA- ) و كمپلكس رويHSA )A- در دماهاي متفاوت براي كمپلكس روي log [Complex]برحسب  log (F0-F)/Fهاي نمودار 4شكل 

در دماهاي متفاوت BSAو  HSAكنش كمپلكس روي با در برهم پيوندي و ترموديناميكيهاي ثابت 1جدول 
∆G°

(kJ mol-1)
∆H°

(kJ mol-1)
∆S°

(J mol-1 K-1)

KSV 

(×104
 M-1) 

kq

(×1012
 M-1S-1) 

Kb 

(×105
 M-1) n T 

(K)
پروتئين

53/40- 73/24- 66/0- 10/1 10/1 58/7 12/1 303
HSA  85/35- 84/0 84/0 51/2 10/1 310

18/31- 71/0 71/0 79/0 03/1 317
0/36- 00/165 -  42/0-  80/0  80/0  39/2  37/1 303 

BSA  3/33- 57/0  57/0  04/2  10/1 310 
2/30- 51/0  51/0  14/1  06/1 317 

اين   دهندهنشان   آزاد   انرژي   منفي   مقادير   گيبس،   آزاد   انرژي   برپايه
ينديافر     با هر دوپروتئين   كمپلكس روي   ميان   پيوند كه   است
وجود پيوند  آنتروپي، و آنتالپي منفي مقادير است.   خوديبهخود

كمپلكس كنشبرهم در واندروالسي هايكنشبرهم و هيدروژني
البته با توجه به .]34[ كندمي تأييد حامل را  اين دو پروتئين با روي

وجود گروه ايمين در ساختار ،مقدار كوچك آنتروپي و همچنين
نيز دور از انتظار نيست.گريز آبهاي كنشكمپلكس، وجود برهم
ند بسياري از داروها وها در پيوكنشمشابه اين برهم

BSAو  HSAهاي هاي فلزي با پروتئينكمپلكس،همچنين

.]28 و 27 ،8[گزارش شده است 

يك از غيرتابشي انرژي انتقال به اشاره  FRET  نظريه
)روي كمپلكس(   گيرنده مولكول به) پروتئين( دهنده مولكول

قابل پذيرنده و دهنده بين فاصله نظريه اينتوجه به با . دارد
جذبي طيف با پروتئين نشري طيف  پوشانيهم. است محاسبه
و حامل پروتئين بين فاصله محاسبه براي كمپلكس
هايطيف   پوشانيهم    6 شكل. رودمي كاربه روي كمپلكس
و   لكس رويكمپ الكتروني   طيف با   دو پروتئين اين  فلورسانس

نشان   را   تركيب  اين   براي   شده محاسبه  r  و  E   مقادير 2 جدول
.دهدمي
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براي تفاوتوانت هوف در دماهاي م هاينمودار 5شكل 
روي با كمپلكس) B( BSA و) HSA  )Aكنشبرهم

ن) و(نقطه چي فلورسانس پروتئين هايپوشاني طيفهم 6شكل 
كلوين و با نسبت كمپلكس 303كمپلكس روي (خط ممتد) در دماي 

و) HSA )Aميكرومولار براي  3و  غلظتي برابر  1:1به پروتئين 
BSA )B(

BSAو  HSAكنش كمپلكس روي و دو پروتئين شده براي برهممحاسبه rو  E هايرمقدا 2 جدول

 J  سامانه
 (cm3 L mol-1)

E  R0 
(nm)

r  
 (nm)

0.5R0 < r < 1.5R0  
HSA-Zn Complex 13-10 × 88/5280/090/482/546/7 < 82/5 < 49/2
BSA-Zn Comple

13-10 × 34/3  320/0  52/4  29/579/6 < 29/5 < 26/2

پروتئين و دارو يك بين فاصله اگر دندهمي نشان هامطالعه
و دارو بين انرژي لانتقا ،باشد )    nm  8 < r ( باشد nm  8  از كمتر

به توجه با .]36 و 35[ شودمي انجام بالايي احتمال با پروتئين
و هر دو   كمپلكس روي بين انرژي انتقال 2 جدول در  r  مقادير
هاينتيجه  .شودمي انجام بالايي  بسياراحتمال  با   پروتئين

شودشاهده ميم شو همكاراندهخدايي  هايمشابهي در گزارش
]37[. 

مبناي nm 280 طول موج بيشينه جذب پروتئين در
طيف 7شكل رفته شد. گها درنظركنشبررسي و تفسير برهم

در BSAو  HSAبه دو پروتئين مربوط  UV-Visجذبي 
طور كههمان دهد.را نشان مي رويحضور و غياب كمپلكس 

شود با افزايش غلظت كمپلكس شدت طيفه ميشاهدم
كنشبرهم اين پديده بيانگر كه يابد افزايش ميي جذب

طور كه). همان7 (شكلاست  BSAو  HSAكمپلكس با 
ش غلظتشود طول موج بيشينه با افزايهده ميمشا
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جا شدهههاي بلندتر جابكمپلكس روي به طرف طول موج
تواند دليلي بر تغيير قطبيت در اطرافجايي ميهاست. اين جاب

.هستندكه قادر به جذب نور مرئي  باشدآمينواسيدهايي 

 و) HSA )Aپروتئين  الكتروني مربوط به هايطيف 7شكل 
هاي متفاوت ازميكرومولار) در حضور غلظت BSA )B ()5روتئين پ

ميكرومولار) 3/54تا  7/2كمپلكس روي (

مفيد و ساده روش يك كه زمانهم فلورسانس سنجي طيف
مجاور مولكولي   محيط مطالعه براي اي گسترده طوربه است

تفادهاس پروتئين بندي صورت تغييرهاي ارزيابي و فلورفور مولكول
)λ ∆  ( نشر موج طول و تحريك موج طول بين تفاوت. شودمي
زمانهم فلورسانس مشخصات  بررسي براي مفيد عامل يك

HSA هايردامق. است ∆ λ  براي ترتيببه 60و  15برابر با
.]38[ است مناسب تريپتوفان و تيروزين هايمانده باقي  توصيف
با را پروتئين ذاتي فلورسانس تواند مي دهندهكنشبرهم مولكول
) λmax ( نشري طيف   بيشينه در انتقال گونه هيچ بدون يا و انتقال

خاموشي موجب كنندهكنشبرهم مولكول اگر. كند خاموش
طيف بيشينه در جاييجابه گونههيچ بدون پروتئين فلورسانس

مولكول اطراف محيط در قطبيت و گريزيآب شود، نشري
در آبي جاييجابه. كند نمي تغيير) تيروزين يا تريپتوفان(   فلوروفور
يا قطبيت  كاهش كه است اين دهنده نشان نشري طيف بيشينه
است افتاده اتفاق فوروفلور مولكول اطراف در گريزيآب افزايش

قطبيت افزايش دهد كهمي  نشان  مزقر جاييجابه ديگر سوي از و
رخ داده فوروفلور مولكول اطراف محيط در گريزيآب كاهش يا

است.
متفاوت هاي غلظت در  زمانهم فلورسانس هايطيف
غلظت  افزايش با. است شده داده نشان 8 شكل در كمپلكس
قابل نمودارها همه در فلورسانس نشر شدت كاهش كمپلكس
شود براي هر دو مي  ديده كه طورهمان . است مشاهده
در آبي يا قرمز جاييجابه ،60برابر با  ∆λ مورد در پروتئين
برابر با     ∆λ   براي كه حالي در شودنمي مشاهده طيف بيشينه

نانومتر 289(از  بلندتر هايموج طول سمت به جاييجابه ،15
نانومتر 295به  نانومتر 290و از  HSAبراي  نانومتر 294به 

مشاهده طيف بيشينه در قرمز جاييجابه يا) BSAبراي 
در جاييجابه نبود بالا در ذكرشده مطالب برپايه. شودمي

از پس  كه است اين بيانگر)  λmax ( نشري طيف بيشينه
تغييري در گونه هيچ اين دو پروتئين با كمپلكس كنشبرهم

اين يا و است نداده رخ نتريپتوفا مانده باقي اطراف قطبيت
در جاييجابه صورت به كه است بوده كوچك قدري به تغيير
در قرمز جايي جابه كهحالي در ،نيست مشاهده قابل ها طيف

λ∆  مانده باقي اطراف در قطبيت افزايش نشانگر 15برابر با
بكند كه انتخااين مشاهده تاييد مي .است پروتئين يروزينت

نشر فلورسانس در هايختگي در آزمايشطول موج برانگي
شدن تيروزين و تريپتوفان) درستنانومتر (برانگيختگه 280

بوده است.
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و HSA )Aزمان براي پروتئين فلورسانس هم هايطيف 8شكل 
A' ( پروتئينو BSA )B  وB' (هاي متفاوتي ازدر حضور غلظت

.استنانومتر   60و  15 برابر با  λ∆كمپلكس روي وقتي 

مولكول زيستي ويژهموجود در يك درشت اريتقارن ساخت
قطبيدهمانند پروتئين منجر به ايجاد تفاوت در جذب نور 

اين گيريشود كه اندازهگردان ميگردان در مقابل راستچپ
.گيردمي انجام دوراني نمايي دورنگ سنجيطيف با تفاوت

كيحضور  با BSA و HSA دوراني يينمادو رنگ  فطي
كه شودينانومتر مشخص م 222در  نوار كيو  208در نوار 
].39) [9(شكل است  نيپروتئ يخوردگ چيدهنده پ نشان

حضور در و مربوط به پروتئين تنها  CD  هايطيف
نشان ها نتيجه. نداشده داده نشان 9 شكل در روي كمپلكس

روي كمپلكس  نبود در وتئينپر آلفا مارپيچ درصد كه دهد مي
اين كه است BSA% براي  44/51و  HSA% براي  4/47

93/45و  HSAبراي  %  3/44 به كمپلكس حضور در مقادير
آلفا  مارپيچ محتواي است. كاهش  يافته كاهش BSA% براي 

زنجيره هاياسيدآمينه با كمپلكس كه است اين دهندهنشان
تخريب ساختار موجب  و كرده برقرار پيوند HSA پپتيديپلي
گيرينتيجه توانمي همچنين، است. شده آن هيدروژني پيوند
پروتئين در ساختاري محدود تغيير ايجاد با كمپلكس  كه كرد
با مقايسه شود. پروتئين پايداري كاهش تواند موجبمي

ساختاري كه تغييرهاي توان گفتآمده ميدستبه عددهاي
در حضور كمپلكس روي HSAنسبت به  BSAپروتئين 

كمي بيشتر است و اين تفاوت محدود با تفاوت اندكي كه در
مشاهده شد،نيز  كنش اين دو پروتئينبرهم قدرت

هيهاي اراها با گزارشاين نتيجه كامل همخواني دارد.طوربه
.]40[دارد  همخواني ششده توسط جينگ و همكاران
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) وHSA )A هايمربوط به پروتئين CD هايطيف 9شكل 
BSA )B ()3 3و در حضور كمپلكس روي ( نبود) در ميكرومولار

ميكرومولار)

گيرينتيجه
روي به آب در محلول كمپلكس پژوهش، اين در
2ليگاند شيف باز =  Cl2 )SBL[Zn(SBL)2]كلي  فرمول

و انتخاب مونواكسيم)استيلديايمينواتيل)پيپرازين-(
درBSA  و HSA با دو پروتئين حاملآن  كنشبرهم
برابر با pHو  مولار)ميلي 10( كلريد سديم حاوي بافر تريس

مطالعه شد.كلوين  317و  310، 303در سه دماي  4/7
هاي واندروالس وكنشوجود برهمسنجي فلورسانس طيف

و نشان دادرا تاييد كرد  ها و كمپلكسهيدروژني بين پروتئين
ه كمكرا ب هاآن تواند نشر فلورسانس اين كمپلكس مي كه

توان گفتمي هامقايسه نتيجه باد. كنخاموش  ايستا سازوكار
دارويي هايه قدرت تركيبگستردر كمپلكس  اينكه قدرت 

)؛ اينM-1 104-106رسيده اند قرار دارد ( كه به مرحله باليني
زيرا، موضوع بسيار مهم در طراحي داروهاي نوتركيب است

دارو با پروتئين يوندپقدرت پيوند بايد آنقدر قوي باشد كه 
حامل تا زمان رسيدن به اندام هدف حفظ شود و از طرفي
نبايد خيلي قوي باشد كه منجر به تغيير ساختار و عملكرد

مطالعه پروتئين حامل شده و نتواند از آن به راحتي جدا شود.
آلفا را مارپيچ قدارمكاهش ساختاري در پروتئين،  تغييرهاي

تغييرهاي ولي ،خيلي زياد نبود رهانشان داد، اگرچه تغيي
در حضور كمپلكس HSAنسبت به  BSAپروتئين ساختاري 

بيشتر نسبتر بود و اين نتيجه با تمايل بهروي كمي بيشت
BSA  به كمپلكس روي در مقايسه باHSA واني نشانهمخ

.داد
سپاسگزاري

هاي مالي درحمايت براي دانشگاه زابل از نويسندگان
ند.رسپاسگزا پژوهش انجام مسير
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Abstract: Due to the growing interest of researchers in the synthesis of new chemical 
compounds that have diverse medicinal properties, in this study, the interaction of the 
complex of [Zn(SBL)2]Cl2 (SBL = Schiff base ligand 2(-iminoethyl)piperazine diacetyl 
monoxime) with human and bovine serum albumin proteins (HSA and BSA) in tris-
buffer medium was investigated by spectroscopic methods. The results for both 
complexes were almost identical, as fluorescence spectroscopy showed that the inherent 
fluorescence quenching of both proteins is due to the interaction of the zinc complex 
through a static quenching mechanism. The zinc complex interacted with both proteins 
with almost the same affinity. Thermodynamic parameters showed the contribution of 
hydrogen bonding and van der Waals interactions, but the role of hydrophobic 
interactions is not insignificant due to the presence of the imine group in the complex 
structure and the small amount of ∆S. Structural changes during the interaction of zinc 
complex with two proteins were investigated by synchronous fluorescence methods as 
well as circular dichroism. The results of synchronous  fluorescence showed that during 
the interaction of the complex with proteins no noticeable polarity change occurred 
around the tryptophan residue while around the tyrosine residue the polarity changed. 
The study of circular dichroism spectroscopy also shows a decrease in the content of the 
alpha helix in both complexes. The results of this study confirm that the interaction of 
the zinc complex in both proteins is almost similar, so sometimes in pharmacological 
studies it can be used instead of human protein from its animal family. 
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