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  چكيده
  

در مرحلـه اوليـه     .  شـود  ن پروتئين شروع مـي    هاي آمي  آنزيمي است كه با واكنش قند با گروه        گلايكه شدن يك واكنش غير     :مقدمه

هـاي پيچيـده و    در مرحلـه پايـاني پـس از يـك سلـسله واكـنش        و دهـد  گلايكه شدن سنتز تركيبات حد واسط آمادوري رخ مي       

   . دشو  ايجاد مي)AGE(ناپذير محصولات پيشرفته گلايكه شدن  برگشت

  .سرم انساني بررسي اثر پاپاورين برفرايند گلايكه شدن آلبومين :هدف

روز در    42 هاي مختلف پاپاورين به مـدت       همراه با گلوكز و در حضور غلظت        در اين مطالعه آلبومين سرم انسان      :ش بررسي رو

و   به عنوان نمونـه گلايكـه    و همراه با گلوكز  به تنهايي به عنوان نمونه كنترل HSA همچنين.   تيمار شدگراد  درجه سانتي37 دماي

 ، هـا بـا دورنگنمـايي دورانـي        سـپس نمونـه   .  تحت همان شرايط نگهداري شـد      هاي مختلف پاپاورين   حضور غلظت بدون قند در    

   .اسپكتروسكوپي فرابنفش بررسي شد  وفلورسانس

 تغييرات بيشتري در و گلوكز هاي داراي پاپاورين نمونه. شود گلايكه شدن آلبومين سرم با افزايش غلظت پاپاورين بيشتر مي : نتايج

 . دهند كنترل نشان مي  و تعداد ليزين آزاد نسبت به نمونه گلايكه وAGEفلورسانس وابسته به محصولات ، اختار دومس

. دهد  افزايش نسبت به كنترل نشان مي درصد1/3  كاهش و درصد7/5   و صفحات بتا به ترتيب    آلفادر گلايكه مارپيچ     :گيري نتيجه 

 نسبت به كنترل كاهش      درصد 8 تعداد ليزين آزاد براي گلايكه     .دهد ت به كنترل نشان مي     فلورسانس بيشتر نسب    درصد 2/14 گلايكه

لبومين آ تغيير در با   پاپاورينرسد به نظر مي.  كند  تمامي اين موارد بيشتر تغيير مي و قندهاي داراي پاپاورين در نمونه. دهد نشان مي

 .لذا گلايكه شدن زياد شود هاي بيشتري با قند تماس پيدا كنند و سبب شده ليزين

  پاپاورين ، آلبومين،گلايكه شدن: واژگان گل
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  . ..بررسي اثر پاپاورين

 

  مقدمه

ها در بدن ممكن است به صورت گليكوپروتئين  پروتئين

وجود قند در ساختار اين . ها توليد شوند مانند ايمنوگلوبولين

اضافه . ]1،2 [ها براي فعاليت آنها ضروري است گليكوپروتئين

به شكل آنزيمي است به اين  ها وپروتئينشدن قند به اين گليك

 و يا آسپارژين  ترئونين ،هاي سرين  كه آنزيم به اسيد آمينيمعن

يند گليكوزيلاسيون نام آكند كه اين فر در آنها قند اضافه مي

  اما در شرايط بيماري مانند ديابت كه قند خون بالا است.  دارد

 آمينه ليزين و آمين اسيد -εآنزيمي با گروه  قند به شكل غير

دهد  ترمينال پروتئين واكنش مي - Nآمين در انتهاي  -αگروه 

  1912 اين واكنش در سال. كه اين فرايند گلايكه شدن نام دارد

براي اولين بار توسط لوئيس ميلارد كشف شد بنابراين به آن واكنش 

واكنش گلايكه شدن به دو مرحله . ]1،2،3،4 [شود ميلارد هم گفته مي

هاي احياكننده مانند گلوكز با  در مرحله اول قند:  شود  ميتقسيم

هاي آمين آزاد در پروتئين واكنش داده سپس پيوند شيف باز  گروه

پذير  اين پيوند پايدار نيست و تشكيل آن برگشت.  دهند تشكيل مي

.  شوند آرايي تركيبات حدواسط آمادوري توليد مي در نتيجه نو.  است

يكه شدن محصولات آمادوري به شكل آهسته و در مراحل نهايي گلا

هاي پيچيده محصولات نهايي  ناپذير طي يك سلسله واكنش برگشت

را  AGE (Advanced Glycation End Products)  يا گلايكه شدن

محصولات نهايي گلايكه شدن شامل تركيبات ]. 4،5،6 [كنند ايجاد مي

.  باشند مشتركي نيز ميي ها  ويژگي يا با اين وجود دار باشند متنوعي مي

 و داراي عمر  اين تركيبات براي بدن سمي بوده و به پروتئوليز مقاوم

 همچنين اين محصولات داراي خاصيت ].6،7 [طولاني هستند

 شود  كه از اين ويژگي براي شناسايي آنها استفاده مي فلورسانس بوده

دت تغيير ها در اثر گلايكه شدن به ش ساختار دوم پروتئين. ]6،7،8[

ها  كند ميزان اين تغييرات متناسب با ميزان گلايكه شدن پروتئين مي

 آلفاها پس از گلايكه شدن ميزان مارپيچ  در بيشتر پروتئين.  باشد مي

با توجه به .  يابد  افزايش ميكاهش وميزان صفحات بتا در پروتئين

هيدروفوب بودن صفحات بتا لذا محصولات نهايي گلايكه 

هاي  ايجاد ساختار  به كنار هم قرار گرفتن وشدن تمايل

  به ]. 9،10،11 [شود آميلوئيدي دارند كه در آلزايمر هم ديده مي
  

  

 گلايكه شدن با كاهش آمين لذاخاطر واكنش قند با گروه آمين 

از جمله  آلبومين سرم انساني. آزاد در پروتئين همراه است

. ر داردهايي است كه در معرض گلايكه شدن قرا پروتئين

 439، 281، 199 هاي گلوكز به طور عمده به گروه آمين ليزين

پاپاورين . ]12 [شود در آلبومين سرم انساني متصل مي 525و 

هاي ترياك است كه از آن در درمان  يكي از آلكالوئيد

هاي قلب و مغز همچنين در  هاي رگي به ويژه رگ گرفتگي

ه بر اين پاپاورين علاو. شود درمان ناتواني جنسي استفاده مي

سبب مهار آنزيم فسفو دي استراز و كاهش فعاليت پمپ سديم 

 يافتن شواهدي هدفدر اين مطالعه  .]13 [شود  پتاسيم مي–

مبني بر نقش مثبت پاپاورين بر افزايش گلايكه شدن آلبومين 

در زمينه مطالعه عوامل افزايش دهنده گلايكه شدن  .سرم بود

فته و عوامل كمي مثل فسفات و مطالعات محدودي صورت گر

 گرما در اين زمينه شناخته شده كه با باز كردن ساختار پروتئين

 سبب افزايش هاي در تماس با قند و افزايش تعداد ليزين

 ].14،15 [شوند واكنش گلايكه شدن مي

  

  ها روش و مواد

از شركت  آلبومين سرم انساني و سديم بيسينكونيك اسيد

  10000 كيسه دياليز ، ميكرومتر 2/0 يلترف .سيگما خريداري شد

MW ،  يا تري نيترو بنزن سولفونيك اسيدTNBS ، گلوكز ، 

 و پاپاورين از شركت مرك خريداري سديم آزيد ، بافر فسفات

سازي  براي آماده .ها با آب ديونيزه تهيه شدند همه محلول . شد

ليتر در  گرم در يك ميلي ميلي  10 ها آلبومين سرم انساني نمونه

مولار براي  ميلي 1 شامل آزيدسديم ؛  مولار  ميلي50 بافر فسفات

؛  مولار  ميلي 40 و در حضور گلوكز  جلوگيري از رشد قارچ

زمان گلايكه شدن داراي ارتباط مستقيمي با غلظت قند 

   ،تر از اين غلظت استفاده شده باشد براي داشتن زمان كوتاه مي

  روز42  پاپاورين براي 25µM، 100، 250، 500 ها و غلظت

 و باشد  ميحداقل زمان لازم براي رخداد گلايكه شدنكه 

  همچنين .  نگهداري شدندگراد  درجه سانتي37  دمايتحت
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  و همكاراناحمدزاده

 

بدون هيچ افزودني به عنوان  آلبومين سرم انساني همان مقدار

مولار   ميلي40  و در نمونه ديگري همراه با گلوكزH يا كنترل

همچنين همراه همان  و G+H يا گلايكهبه عنوان نمونه 

 همان شرايط نگهداري هاي پاپاورين بدون قند و در غلظت

در بافر فسفات سرد دياليز و در  اه  روز نمونه 42 پس از .شد

ها با  سپس نمونه .  نگهداري شدندگراد  درجه سانتي-20 دماي

 تستاين  .كمك تست بيسينكونيك اسيد تعيين غلظت شدند

وانايي اين ماده در تشكيل كمپلكس با پيوند پپتيدي بر پايه ت

 562 كند كه در است كه يك محصول بنفش رنگ را توليد مي

هاي مشخصي  براي غلظت. نانومتر حداكثر جذب را دارد

با توجه گيرند و  در حضور اين ماده را اندازه مي پروتئين جذب 

ت مجهول در حضور اين ماده و با تناسب غلظنمونه جذب به 

 آلفابا توجه به كاهش مارپيچ  .]16 [ كنند مجهول را حساب مي

از لذا گلايكه شدن  در نتيجه و افزايش صفحات بتا

گيري تغييرات ساختار   براي اندزهCDيا دورنگنمايي دوراني 

با استفاده از  ليتر گرم در يك ميلي ميلي 2/0 · دوم آلبومين سرم

نانومتري   190 - 260  در طول موجAviv- 215دستگاه 

به با توجه به ايجاد خاصيت فلورسانس  .]16 [ استفاده شد

فلورسانس   تشكيل محصولات نهايي گلايكه شدن ايجاددنبال

ليتر با دستگاه  گرم در يك ميلي ميلي  1  ها در همه نمونه

  نشري– در طول موج تحريكي Cary Eclipseفلورسانس 

گلايكه شدن  .]16 [گيري شد نانومتر اندازه  390/380 - 540

 . هاي امين مربوط به ليزين آزاد را به همراه دارد كاهش گروه

هاي ليزين  هاي آمين مربوط به ريشه براي تعيين گروه

وزني حجمي   درصد TNBS 1/0كربنات هيدروژن سديم و  بي

 1 سديم دودوسيل سولفات و اسيد كلريدريك درصد 10 و

ليتر اضافه شد و   در يك ميليگرم  ميلي 1/0 هاي نرمال به نمونه 

 نانومتري كه نتيجه  335  ها در بعد از يك ساعت جذب نمونه

 با گروه آمين آزاد است با دستگاه TNBSواكنش 

 جذب نمونه سپس بر اساس .]16 [ شدخواندهاسپكتروفتومتر 

 TNBSهاي آزاد مربوط به ليزين در آن با  كنترل كه تمام آمين

گروه   58 ه به اينكه آلبومين سرم دارايدهد و با توج واكنش مي

ها با  بر اساس جذب ديگر نمونه آمين مربوط به ليزين است و

ديگر هاي  هاي آمين آزاد در نمونه يك تناسب ميزان گروه

  و باهمچنين با كمك دستگاه اسپكتروفتومتر .محاسبه شده است

  بهµM  25، 100، 250، 500 هاي دورنگنمايي دوراني اثر غلظت

 ليتر در بافر فسفات گرم در يك ميلي ميلي  1  تنهايي بر آلبومين سرم

  .د نانومتري مطالعه ش500  تا200 مولار در طول موج  ميلي50

  

  نتايج

حضور  1 شماره  دوراني شكل  دورنگنمايي  اسپكترم بررسي

 )H(  نانومتري را در نمونه كنترل221  و 208 دو كمينه منفي در

 است براي نمونه آلفادهنده مارپيچ  شاندهد كه ن نشان مي

در  .دهد هاي منفي كاهش نشان مي  اين كمينه)G+H( گلايكه

 پاپاورين نيز حضور دارد شدت ،هايي كه علاوه بر گلوكز نمونه

ميزان  1 شماره جدول. يابد منفي بيشتر كاهش مي ها اين كمينه

 از  مختلف به دست آمده هاي  و صفحات بتا نمونهآلفامارپيچ 

   . دهد دستگاه دورنگنمايي دوراني را نشان مي

توليد فلورسانس وابسته به   ميزان2 شماره شكل

گلايكه شدن .  دهد محصولات نهايي گلايكه شدن را نشان مي

را  شدت فلورسانس وابسته به محصولات نهايي گلايكه شدن

پاپاورين هم  ،بر گلوكز هايي كه علاوه كند در نمونه زياد مي

دارد شدت فلورسانس نسبت به نمونه گلايكه بيشتر حضور 

ماكزيمم نشر فلورسانس  3 شماره شكل. دهد افزايش نشان مي

  .دهد  نانومتري را نشان مي420در 

  نانومتري در حضور  335 ها در  جذب نمونه4 شماره شكل

TNBS شود نمونه كنترل  دهد همانطور كه ديده مي را نشان مي

نانومتر نمونه گلايكه نسبت   335  جذب در.بيشترين جذب را دارد

  و قندهاي همراه با پاپاورين به كنترل كاهش دارد ميزان جذب نمونه

هم ميزان  2 شماره جدول. نسبت به نمونه گلايكه كاهش بيشتر دارد

   .دهد نشان مي را ها آمين آزاد مربوط به ليزين نمونه
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پاپاورين ، گلوكز، از چپ به راست به ترتيب نشان دهنده آلبومين مولار ميلي  50 ها در بافر فسفات ني نمونه اسپكترم دورنگنمايي دورا– 1  شمارهشكل

  .P ،G ،H .باشد مي

  

  .) رجوع شود1به شكل شماره  (دهد را نشان مي ها  هليكس وصفحات بتا نمونهآلفاميزان  -1جدول شماره 

  ها نمونه   هليكسآلفادرصد   درصد صفحات بتا

117 6/43 H 

8/14  9/37  H+G 

7/15  4/36  H+G+P25µM 

9/15  2/36  H+G+P100µM 

2/16  4/35  H+G+P250µM 

6/16  1/35  H+G+P500µM 

  

  

  

  ).رجوع كنيد 1  شمارهبه شكل( ها ميزان فلورسانس وابسته به محصولات نهايي گلايكه شدن نمونه - 2  شمارهشكل
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  و همكاراناحمدزاده

 

  
  )شود مراجعه 1  شمارهشكل به (نانومتراست 420 در نآ ماكزيمم هك ها نمونه فلورسانس درصد -3  شمارهشكل

  

  

  
  )كنيد رجوع 1  شمارهشكل به( ها نمونه نانومتري 335 در جذب ميزان - 4شكل شماره 

  

  )كنيد رجوع 1  شمارهشكل به ( ليزين ريشه به مربوط آزاد آمين گروه تعداد -2جدول شماره 

ها نمونه تعداد ليزين آزاد  

58 H 

53 H+G 

52 H+G+P25µM 

38 H+G+P100µM 

37 H+G+P250µM 

35 H+G+P500µM 
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هاي مختلف پاپاورين به تنهايي بر  اثر غلظت 5  شمارهشكل

دهد   نشان مي اين شكل .دهد آلبومين سرم انساني را نشان مي

لبومين را با افزايش آ نانومتري 280 كه پاپاورين جذب در

 طيف دورنگنمايي 6  شمارهشكل. غلظت خود كم كرده است

 شكل نشان اين . دهد لبومين در حضور پاپاورين را نشان ميآ

 هليكس و آلفا پاپاورين در ميزان  هاي مختلف  غلظتدهد مي

 نسبت به كنترل )اند كه از اجزا ساختار دوم( صفحات بتا

لبومين آلازم به ذكر است كه  .تغييري ايجاد نكرده است

اسيد   585 ونومريك و داراي سه دومين و م،پروتئيني محلول

  .باشد مينه ميآ

  

  
، گلوكز ،از چپ به راست به ترتيب نشان دهنده آلبومين  سرم آلبومين نانومتري  280 جذب بر پاپاورين مختلف هاي غلظت ثيرأت -5 شكل شماره

  .P ،G ،H باشد پاپاورين مي

  

  
  .) مراجعه كنيد6 شماره به شكل(بر طيف دورنگنمايي دوراني آلبومين هاي مختلف پاپاورين  ثير غلظتأت - 6شكل شماره 
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  بحث

ترين هدف اين مطالعه به دست آوردن شواهدي براي  مهم

 اثر پاپاورين بر فرايند گلايكه شدن آلبومين سرم انساني بررسي

فلورسانس  ، بود كه اين شواهد با مطالعات دورنگنمايي دوراني

بررسي ميزان  ،لات نهايي گلايكه شدن توليد محصووابسته به

 .آمين آزد مربوط به ليزين و طيف سنجي فرابنفش حاصل شد

 و افزايش صفحات بتا آلفاگلايكه شدن با كاهش ميزان مارپيچ 

 ديده 1 شماره همانطور كه در شكل .]9،10،11 [همرا است

 آلفا نانومتري كه نشانگر مارپيچ 221 و 208 هاي شود كمينه مي

 )H(  نسبت به نمونه كنترل)G+H( ر نمونه گلايكهاست د

و قند ها كه پاپاورين  دهد براي ديگر نمونه كاهش نشان مي

.  حضور دارد ميزان كاهش نسبت به نمونه گلايكه بيشتر است

و  cdnnافزار   و صفحات بتا با نرمآلفامحاسبه ميزان مارپيچ 

 افزايش كند كه با  هم اين مطلب را تائيد مي1 شماره جدول

كه  افتد به طوري غلظت پاپاورين گلايكه شدن بيشتر اتفاق مي

نسبت به كنترل صفحات بتا  درصد 1/3  فقطدر نمونه گلايكه

  500  پاپاورين قند ودهد اما در نمونه داراي افزايش نشان مي

 رسد  نسبت به كنترل مي درصد9/4 ماكرومولار اين ميزان به

 نسبت به  درصد7/5 آلفايچ گلايكه مارپنمونه همچنين در 

 500 پاپاورينقند و اما در نمونه داراي  كنترل كاهش دارد

 . رسد  نسبت به كنترل مي درصد5/8 ماكرومولار اين كاهش به

نهايي گلايكه گلايكه شدن توليد محصولات واكنش به دنبال 

 باشد افتد كه داراي خاصيت فلورسانس مي  اتفاق ميشدن

 ميزان شود ديده مي  2 شماره در شكلكه   طور همان]. 6،7،8[

 نسبت به نمونه  درصد2/14 فلورسانس براي نمونه گلايكه

پاپاورين قند و هايي كه  كنترل افزايش دارد و براي نمونه

حضور دارد با افزايش غلظت پاپاورين ميزان فلورسانس بيشتر 

كه نمونه  دهد به طوري نسبت به نمونه گلايكه افزايش نشان مي

 ماكرومولار داراي بيشترين 500  پاپاورين قند ورايدا

 نانومتري 420 ن در طول موجآباشد كه ماكزيمم  فلورسانس مي

هاي   به خاطر واكنش قند با گروه).3  شمارهشكل( باشد مي

    با.]12،18 [يابد آمين ميزان آمين آزاد در پروتئين كاهش مي
  

  

ين واكنش دهد گروه آم تواند با  نميTNBSكاهش آمين آزاد 

طور كه در  همان .يابد  نانومتري كاهش مي335جذب در لذا 

شود در نمونه   مي ديده 2 شماره  و جدول4 شماره شكل

 .گلايكه نسبت به نمونه كنترل ميزان آمين آزاد كاهش دارد

 پاپاورين حضور دارد با افزايش  قند وهايي كه براي نمونه

ت به نمونه گلايكه بيشتر غلظت پاپاورين ميزان آمين آزاد نسب

 درصد 8زاد آيابد براي نمونه گلايكه ميزان آمين  كاهش مي

  پاپاورين قند ونسبت به كنترل كاهش دارد اما در نمونه داراي

 نسبت به كنترل  درصد7/39 زادآمين آ ميزان   ماكرومولار 500

ها در   نانومتر براي پروتئين280 جذب در .دهد كاهش نشان مي

و فنيل آلانين  ،هاي تيروزين با حضور اسيد آمينهارتباط 

ها  وضعيت اين ريشهگونه تغيير در  هر ]19[باشد  تريپتوفان مي

 5 شماره شكل .  نانومتري همراه است 280 با تغيير در جذب

 ها در  پاپاورين وضعيت اين ريشه دهد در حضور نشان مي

ورين به ثير قرار گرفته به عبارت ديگر پاپاألبومين تحت تآ

  طرفي شكل گذاشته است از اثر  لبومينآ بر ساختار  نحوي

 هليكس و آلفا ميزان دهد پاپاورين بر  نشان مي6 شماره

اند اثري نداشته  اجزا ساختمان دوم پروتئينصفحات بتا كه از 

توان گفت تغيير در   مي نيز5  شمارهتوجه به شكل اما با . است

هاي اروماتيك  در وضع ريشه نانومتري كه با تغيير 280 جذب

 است كه پاپاورين بر ساختار يصورت گرفته نتيجه تغييرات

 رسد  به نظر ميبه عبارت ديگر. لبومين وارد كرده استآ

 در .است در ساختار سوم پروتئين تغيير ايجاد كرده  پاپاورين

توان گفت  سبب شده مي اينكه پاپاورين چگونه اين تغيير را

 گيري ساختار سوم پروتئين بر انيم در شكلد طوري كه مي همان

ترين اين  باشند و از مهم هاي ضعيف داري اهميت مي همكنش

ني و برهمكنش هيدروفوب ژها پيوند هيدرو برهمكنش

هاي  هاي متيل و حلقه  گروهبه علت وجودپاپاورين . باشد مي

ثير ألبومين را تحت تآهاي هيدروفوبيك در  بنزني برهمكش

 از طرفي در ساختار پاپاورين نيتروژن و .]17[ دهد قرار مي

اكسيژن وجود دارد كه قابليت تشكيل پيوند هيدروژني با 

 ساختار سوم پاپاورين دردر نتيجه ] 17،19 [ را دارند لبومينآ
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  . ..بررسي اثر پاپاورين

 

هاي بيشتري در   ليزيناي كه آلبومين تغيير ايجاد كرده به گونه

اق افتاده و در تماس با قند قرار گرفته و گلايكه شدن بيشتر اتف

به صورت (گلايكه شدن ساختار دوم پروتئين واكنش نتيجه 

 كه در يابد ميتغيير )  و افزايش صفحات بتاآلفامارپيچ كاهش 

در واقع پاپاورين مانند گرما و . شود  مي ديده1 شماره شكل

 سبب پروتئين با مكانيسم اثرگذاري بر ساختار ]14،15 [فسفات

ن آي با قند تماس پيدا كند و به دنبال هاي بيشتر شده كه ليزين

 .گلايكه شدن بيشتر افزايش يابد

  

  گيري نتيجه
  

هاي استفاده شده در اين مقاله اعم از مطالعات  روشكليه 

فلورسانس وابسته به محصولات نهايي  ، دورنگنمايي دوراني

يد ئ و طيف سنجي فرابنفش تا گلايكه شدن و محاسبه ليزين آزاد

ر پاپاورين سبب افزايش فرايند گلايكه شدن كند كه حضو مي

به عنوان يك پيشنهاد براي بررسي  .لبومين سرم انساني شده استآ

روي گلايكه شدن  توان اين اثر پاپاورين بر بيشتر در اين زمينه مي

   .هاي ديابتي شده بررسي كرد لبومين را در موشآ
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