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خلاصه
تغییرات کنفورماسیونی حرارتی در آلبومین سرم انسانی (HSA) در حال حاضر با یک بافر فسفات 10mm و، در pH = 7از طریق نمایی دورانی (CD) و روش طیف سنجی UV بررسی شده است. نتایج نشان داد که درجه حرارت در طیف وسیعی از 25oC 55oC به یک تغییر ساختاری برگشت پذیر در ساختار HSA را القا کند. گذار فاز HSA مربوط به شرایط فیزیولوژیک و پاتولوژیک بدن، به ویژه تب. تغییر کنفورماسیونی مشاهده شده در HSA است که توسط یک تبدیل خفیف، ساختار دوم آن همراه است. استامینوفن یک قاتل درد پاپولر است، و HSA به عنوان حامل دارو استفاده می شود. از این رو، استامینوفن می تواند آن را با HSA تداخل می کنند. در این مطالعه از HSA - تعامل استامینوفن نشان می دهد که اثرات استامینوفن بر ساختار HSA، جلوگیری از آن انتقال فاز است. تعامل استامینوفن HSA- منجر به تثبیت کرده است. این تعامل است با 8 برابر kJ / mol تغییر انرژی آزاد همراه است. تغییرات ساختاری در HSA با توجه به تعامل آن با استامینوفن می تواند به عنوان یک اثر جانبی داروها در نظر گرفته و آن را ممکن است عملکرد پروتئین تاثیر می گذارد.
کلمات کلیدی: آلبومین سرم انسانی؛ ساختار؛ درجه حرارت؛ نمایی دورانی (CD)؛ استامینوفن
Abstract

Thermal conformational changes in human serum albumin (HSA) in present with a 10

mM phosphate buffer, at pH=7 have been investigated via circular dichroism (CD) and UV

spectroscopic methods. The results indicate that temperature in a range of 25oC to 55oC could induce a reversible conformational change in the structure of HSA. The HSA phase transition corresponds to the physiological and pathological conditions of the body, especially fever. The conformational change observed in HSA is accompanied by a mild conversion of its secondary structures. Acetaminophen is a papular pain killer, and HSA is used as a drug carrier. Hence, acetaminophen could it interact with HSA. The study of HSA – acetaminophen interaction reveals the effects of acetaminophen on HSA structure, preventing it’s phase transition. HSA– acetaminophen interaction leads to the stabilization of HAS. This interaction is accompanied with 8 kJ/mol of free energy change. The structural changes within HSA due to it’s interaction with acetaminophen could be considered as a drug side effect and it may affect the protein functions.
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معرفی
آلبومین سرم انسانی (HSA) یک جزء پروتئین عمده ای از پلاسمای خون است (در حال حاضر at50 / میلی لیتر میلی گرم (600 میکرومتر))، که آن هم در مایع میان بافتی از بافت های بدن یافت می شود و دارای نیمه عمر 19 روز در انسان (1، 2 ) .HSA است نقش های مختلف در body.The مهمترین آنها عبارتند از: حفظ فشار انکوتیک عادی، اتصال به مواد مختلف و حمل مواد مخدر و ترکیبات درون زا، عملکرد متابولیک مانند غیر فعال برخی از ترکیبات و عملکرد اسید و باز با توجه به داشتن باقی مانده های متعدد شارژ و در plasma.It فراوان بودن نیز نقش موثری در تنظیم بافر پلاسما، عملکرد آنتی اکسیدانی و اثر ضد انعقاد (1، 3، 4) است. HSA بهترین راه حل برای ظرفیت اتصال لیگاند آن شناخته شده است، چرا که آن را به مواد مختلف متصل می شود اعم از یونهای فلزی مانند کلسیم (5)، روی (5)، مس (6) و نیکل (7) به اسیدهای چرب (8)، اسیدهای آمینه (9)، هورمون ها و طیف گسترده ای از مواد مخدر (1-10) .HSA متشکل از یک زنجیره پلی پپتیدی واحد از 585 اسید آمینه با وزن مولکولی of66500 دا. زنجیره ای است که به دلیل عدم وجود نصفه کربوهیدرات، کمبود triptophan و متیونین باقی مانده و باقی مانده های فراوان از متهم، مانند لیزین، آرژنین، گلوتامیک اسید و اسید اسپارتیک (1) مشخص می شود. HSA مونومر است، اما شامل دامنه مارپیچ سه آلفا (I - III)، که ساختاری شبیه هستند. هر دامنه را می توان به زیر دامنه A و B، که شامل شش و چهار مارپیچ آلفا به ترتیب (11، 12) تقسیم شده است. ساختار انعطاف پذیری و سه دامنه از HSA باعث می شود مولکول را از انواع سایت های الزام آور است. اسید چرب سایت های الزام آور در سراسر پروتئین توزیع شده و شامل تمام شش زیر دامنه، در حالی که بسیاری از داروها دارای سایت الزام آور خاصی که به عنوان سایت Sudlow را اول و دوم (13) شناخته شده است. سایت های مواد مخدر I و II در زیر دامنه IIA و IIIA به ترتیب (12) واقع شده است. آنیونهای هتروسیکلیک بزرگ اتصال به سایت من، در حالی که سایت دوم است کربوکسیلات معطر با گسترش conformation.Remarkably، ایبوپروفن ترجیح داده، به عنوان یک عامل ضد التهابی غیر استروئیدی و وارفارین (14) به عنوان یک داروی ضد انعقاد، به عنوان لیگاند کلیشه برای سایت در نظر گرفته Sudlow دوم و سایت Sudlow من به ترتیب (1، 12، 13، 15-17). وارفارین سهام سایت الزام آور خود را با طیف وسیعی از مواد مخدر دیگر از جمله phenylbutazone، tolbutamide، ایندومتاسین، سالیسیلاتها، digitoxin، فوروزماید، فنی توئین، کلرپروپامید و برخی از پنی سیلین (4، 13، 18-20). آزمایش های دیگر نشان می دهد که سطح پایین اسیدهای چرب و یا افزایش pH ممکن است میل HSA برای وارفارین توسط افزایش تا 3 برابر (16، 21-22). داروهای دیگری که به سایت متصل II شامل دیازپام و دیگر 2، 3 بنزودیازپین ها، ناپروکسن و کلوفیبرات (4) نمونه .اگر دارو اتصال در جای دیگر در پروتئین مستند شده است (13، 23-24)، بیشتر کار بر روی اولیه متمرکز شده بود سایت های مواد مخدر است. دنیس و همکاران نشان داد که مطالعه تعامل با مواد مخدر albumin- یک استراتژی کلی برای بهبود فارماکوکینتیک از پروتئین (25) است.
در مطالعه دیگری تعامل 2، 2'-بی پیریدین پالادیوم glycinate (II) کلرید با HSA مورد بررسی قرار گرفت و آنتالپی آشکار از مقایسه دیالیز تعادلی و نتایج microcalorimetry برآورد شد. این پارامتر ترمودینامیکی می تواند به عنوان یک اندازه گیری از پروتئین تغییر ساختاری در نظر گرفته، و از این رو، به عنوان یک عارضه جانبی از مواد مخدر (26). استامینوفن (پاراستامول)، شیمیایی N استیل-P-آمینوفنول به نام (APAP)
(27-28)، یک قاتل درد محبوب است. ، فرمول شیمیایی آن در زیر نشان داده:
در مطالعه حاضر، آن پیشنهاد شده است که استامینوفن به متصل است و به عنوان یک نتیجه باعث تغییر در جنبه های ساختاری دورنگی protein.Circular (CD) و جذب UVبرای تعیین تغییرات ساختاری HSA در روش طیف سنجی استفاده شده است
درجه حرارت از 25-60oC در حضور و عدم حضور استامینوفن.
تجربی
مصالح
آلبومین سرم از شرکت سیگما مواد شیمیایی، ایالات متحده آمریکا، از دیگر مواد به دست آمد معرف درجه از شرکت مرک شرکت شیمیایی، با آلمان بافر مورد استفاده در سراسر دست آمد مطالعه از 10 میلی مولار فسفات،، pH برابر 7 بود.
مواد و روش ها
CD طیف در spectropolarimeter JASCO J-715 (ژاپن) ثبت شد. نتایج بیان می
به عنوان تفاضل قطرین، [θ] (درجه cm2dmol-1)، بر اساس یک آمینه وزن متوسط ​​باقی مانده اسید (MRW)،
با فرض متوسط ​​وزن مولکولی 113 دا برای سرم آلبومین است. تفاضل قطرین مولر به عنوان [θ] λ = (θ × 100MRW / CL)، که در آن c غلظت پروتئین در میلی متر است، L طول مسیر نور در سانتی متر و θ تفاضل قطرین اندازه گیری در درجه در طول موج داده مشخص شد. داده ها با استفاده از نرم افزار JASCO J-715، از جمله تبدیل فوریه سریع معمول کاهش سر و صدا، که اجازه می دهد افزایش طیف پر سر و صدا ترین بدون تحریف اشکال اوج خود صاف شد. تمام آزمایش سه بار تکرار شد. غلظت محلول پروتئین 0.5 میلی گرم بود / میلی لیتر. غلظت استامینوفن برای آزمایش های مربوط 0.01 میلی گرم / میلی لیتر بود. آزمایش Spectrophotometeric شده توسط با استفاده از اسپکتروفتومتر ضبط (U.Vmodel.3100 شیمادزو، ژاپن) انجام شد. سلول نمونه 0.8ml از 1 میلی گرم / میلی لیتر آلبومین سرم موجود در دماهای ثابت (25- 60 درجه سانتی گراد). مرجع سلول موجود محلول بافر و جذب سلول نمونه در طیف وسیعی از طول موج ضبط شده بود، 230nm 330nm به. مقدار میزان جذب در هر درجه حرارت در طول موج 280 نانومتر مشخص شد و نشان داده شده به عنوان تابعی از دما است. این آزمایش در حضور 0.01 میلی گرم / میلی لیتر از استامینوفن تکرار شد.
نتایج و بحث
طیف سنجی UV یک روش مناسب برای مطالعه انتقال فاز پروتئین است. این روش اطلاعات مفید در مورد پایداری پروتئین و خواص فیزیکی و شیمیایی آن را فراهم می کند(29). شکل 1 طیف جذب UV از HSA در غیاب (خط جامد) و
حضور (خط فاصله) استامینوفن در طول موج 280 نانومتر به عنوان تابعی از دما است. انتخاب
مقدار درجه حرارت (25oC -60oC) مربوط به منطقه predenaturation درجه حرارت (30).
در اینجا استامینوفن در HSA تاثیر می گذارد و باعث تغییر خواص فیزیکی آن، به عنوان از جذب از طریق به دست آمده از طیف وسیعی از طول موج مورد بررسی (شکل 1) نشان داده شده است. به نظر می رسد که استامینوفن باعث انقباض ساختار HSA، کاهش دسترسی به گروه های معطر آن است. شکل 2 اثر خالص استامینوفن در جذب HSA، در اینجا میزان جذب HSA-استامینوفن مجموعه از جذب HSA کم و نتایج نشان داده شده به عنوان تابعی از temperature.The اثر استامینوفن در ساختار HSA نشان می دهد برای کمتر قابل توجه است درجه حرارت (30oC- 40oC)، اما به صفر می افتد و در حدود 70oC (برون یابی از شکل 2). گزارش شده است که HSA آشکار بالا 70oC رخ می دهد(31)از این رو اثر استامینوفن در حدود ساختار به شرایط predenaturation است.
همانطور که در شکل 1 نشان داده شده (بخش ضخیم از خط جامد) درجه حرارت باعث انتقال فاز در HSA در غیاب استامینوفن. این انتقال منحنی sigmoeidal معمولی شروع در 35oC و در پایان در 45oC است. منحنی sigmoeidal در مطابق به نظریه دو دولت (32) می تواند برای تعیین paremeters ترمودینامیکی قرار گرفت. تعیین تغییر انرژی آزاد (ΔGo)، به عنوان یک معیار ثبات ساختاری از یک پروتئین های کروی، بر اساس نظریه دو دولت بر اساس شرح زیر است:
بومی (N) ⇋ Denaturen (D) (1)
سرعت (32، 33) فرایند به عنوان یک گام وابسته denaturant- تک با توجه به توصیف تئوری دو دولت است. با فرض مکانیسم دو حالت، می توان روند تعیین با نظارت بر تغییرات در جذب، و از این رو محاسبه کسر از دناتوره پروتئین (FD) و همچنین تعیین ثابت تعادل (K).
FD = (YN - YObs) / (YN - YD) (2)

K = FD / (1 - FD) = (YN - YObs) / (YObs - YD) (3)

در اینجا Yobs پارامتر متغیر مورد نظر (به عنوان مثال جذب) و YN و YD مقادیر مشخصه Y از یک ترکیب به طور کامل بومی و دناتوره به ترتیب. تغییر انرژی آزاد (ΔGo) برای معادله (1) با معادله زیر داده شده است:
ΔGo = - RT LN K (4)

که در آن R ثابت گاز جهانی است و T دمای مطلق و باشد:
ΔGo = برو D - برو N (5)
که در آن D برو و برو N انرژی آزاد از پروتئین دناتوره و بومی است. بنابراین مقادیر منفی بزرگتر از ΔGo به میل ترکیبی بیشتر پروتئین برای دناتوراسیون (انتقال فاز) مراجعه کنید. شکل 3 تغییرات استاندارد انرژی آزاد (ΔGo) گذار فاز HSA به عنوان تابعی از درجه حرارت را نشان می دهد. همانطور که در شکل 3 نشان داده شده میزان ΔGo برای انتقال فاز HSA نهفته است بین 0 تا -8 برابر kJ / mol. مقدار ΔGo برای انتقال فاز HSA است به صفر در 37oC برابر می افتد، اما به -8 ژول بر مول-1 در 44oC. تجزیه و تحلیل طیفی UV نشان می دهد که حضور استامینوفن مانع از بروز مرحله ذکر شده در بالا
گذار است.
CDروش مناسبی برای تشخیص تغییرات ساختاری پروتئین است. نزدیک UV- CD است به طور گسترده ای برای مطالعه تغییرات ساختاری عالی از پروتئین در حالی که دور UV-CD یکی از بهترین راه برای مطالعه تغییرات ساختاری ثانویه پروتئین در طول فاز است اعمال گذار است. (34). در اینجا، روش UV-CD دور برای تعیین اثر استامینوفن در ساختار دوم HSA استفاده شد. شکل 4 نشان دهنده طیف CD از HSA در محدوده دمای 25 درجه سانتی گراد - 60 درجه سانتی گراد و در حضور (خط نقش برآب) و عدم حضور (خط جامد) استامینوفن. تفاوت قابل توجهی میان طیف به دست آمده وجود دارد، مانند اثر استامینوفن در HSA منجر به تشکیل یک کلاس جدید از طیف است که به طور کامل از یک دیگر جدا کرد.
طیف CD به دست آمده در حضور استامینوفن شامل مقادیر منفی بالاتر برای پارامتر CD نسبت به طیف در غیاب استامینوفن. این یافته اشاره به القاء یک درجه بیشتر از ساختار دوم در است، با توجه به اثر استامینوفن.میزان پارامتر CD در طول موج 222 نانومتر است متناسب باآلفا مارپیچ ساختار. از این رو، افزایش در ارزش منفی این پارامتر مربوط به درصد ساختار دوم α-مارپیچ از پروتئین است. (34). شکل 5 نشان دهنده پارامتر CD از HSA در حضور و عدم حضور استامینوفن در 222 نانومتر به عنوان تابعی از دما است. همانطور که در شکل 3 نشان داده شده است تفاوت قابل توجهی بین دو منحنی وجود دارد.
بنابراین، حضور استامینوفن به میزان بیشتر باعث ساختار α –heli در حال حاضر در ساختار HSA سراسر طیف وسیعی از تمام درجه حرارت استفاده شده است. به نظر می رسد که الگوی تغییر پارامتر CD در 222 نانومتر برای هر دو منحنی مشابه است. برای تشخیص تفاوت ها، خط نقش برآب است از منحنی توپر کم. از این رو، منحنی به دست آمده (شکل 6) اشاره به اثر خالص استامینوفن در محتوای α-مارپیچ از HSA. با توجه به یافته های طیف سنجی UV، نتایج سی دی (شکل 6) نشان داده شده یک منطقه بحرانی در محدوده دمای 37oC - 45oC، مشخص با افزایش ساختار α-مارپیچ.
هر دو CD و اسپکتروسکوپی UV یافته، تایید می کنند که مانع از استامینوفن HSA انتقال فاز در محدوده دمای بحرانی، از جمله فیزیولوژیک و پاتولوژیک شرایط بدن انسان است. مکانیسم که از طریق آن استامینوفن تحت تاثیر قرار  HSA ساختار القاء یک درجه بیشتر از α-مارپیچ است. استامینوفن به طور گسترده ای استفاده می شود
یک قاتل درد. تاثیر آن بر ساختار HSA و می تواند خواص فیزیکوشیمیایی را تغییر می دهد از است. این اثر را می توان به عنوان یک عارضه جانبی استامینوفن در نظر گرفته. ظرفیت HSA برای لیگاند اتصال در حضور و عدم حضور استامینوفن در فیزیولوژیکی
و پاتولوژی در حال حاضر تحت بررسی در آزمایشگاه ما.
تشکر و قدردانی
نویسندگان می خواهم برای تشکر دکتر محمد مشکات برای نظرات ارزشمند خود را. مالی پشتیبانی از شورای پژوهشی دانشگاه علوم پزشکی شهید بهشتی وخدمات بهداشتی درمانی تقدیر بسیار است.
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جداول
 جدول 1. مولی انحلال پذیری و اعتبار سنجی پارامترهای satranidazole مشاهده شده در آب-1، 4-بوتیلن گلیکول مخلوط در 30 ± 0.20C.
	1,4-Butanediol                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                            

(%v/v)
	Solubility

(g/ml)
	δ1

(Cal/cm3)0.5
	Δδ

(δ1-δ2)

	V1
	Density of blend
	Mol. Wt of blend
	X2( obs)
	W(obs)

	0
	0.000954
	23.400
	+8.62
	18
	0.9980
	18.020
	0.0000419
	331.09

	10
	0.001308
	22.169
	+7.39
	25.06
	0.9999
	25.230
	0.0000683
	303.66

	20
	0.001800
	20.938
	+6.16
	32.12
	1.0018
	32.440
	0.0000928
	277.52

	30
	0.002260
	19.707
	+4.92
	39.18
	1.0037
	39.650
	0.0001245
	252.88

	40
	0.003038
	18.476
	+3.69
	46.24
	1.0056
	46.860
	0.0001661
	229.75

	50
	0.004750
	17.245
	+2.46
	53.3
	1.0076
	54.070
	0.0002062
	208.03

	60
	0.008041
	16.014
	+1.23
	60.36
	1.0095
	61.280
	0.0002366
	187.74

	70
	0.015788
	14.783
	0.00
	67.42
	1.0114
	68.490
	0.0002772
	168.99

	80
	0.030098
	13.552
	-1.23
	74.48
	1.0133
	75.700
	0.0002718
	151.52

	90
	0.072279
	12.321
	-2.46
	81.54
	1.0152
	82.910
	0.0002684
	135.58

	100
	0.136942
	11.090
	-3.69
	88.6
	1.0171
	90.120
	0.0002051
	120.83


δ1 = پارامتر انحلال پذیری از ترکیب حلال، δ2 = پارامتر انحلال پذیری دارو در ترکیب حلال، V1 = حجم مولی از مخلوط حلال. مخلوط حلال دوگانه، δ1 و δ2 δ1-و ارزش های مربوطه تعادل حلالیت تجربی و حلالیت کسر مولی.
        جدول 2. مقایسه مخلوط 4-بوتیلن گلیکول مشاهده شده و محاسبه حلالیت کسر مولی از satranidazole در آب-1، در 30 ± 0.20C.
	W(obs)
	W(cal)
	X2(obs)
	X2(cal)
	[logγ2/A](obs)
	[logγ2/A](cal)
	Residual
	Percent Difference

	331.09
	331.07
	4.20E-05
	4.15E-05
	15.11687
	15.14456
	1.19E-02
	1.19E+00

	303.66
	303.60
	6.84E-05
	6.49E-05
	13.86990
	14.00294
	5.12E-02
	5.12E+00

	277.52
	277.56
	9.30E-05
	9.54E-05
	13.08570
	13.01907
	-2.58E-02
	-2.58E+00

	252.88
	252.95
	1.25E-04
	1.32E-04
	12.33700
	12.19295
	-5.60E-02
	-5.60E+00

	229.75
	229.78
	1.66E-04
	1.71E-04
	11.60159
	11.52457
	-3.01E-02
	-3.01E+00

	208.03
	208.05
	2.06E-04
	2.09E-04
	11.05009
	11.01393
	-1.46E-02
	-1.46E+00

	187.74
	187.76
	2.37E-04
	2.40E-04
	10.69794
	10.66105
	-1.27E-02
	-1.27E+00

	168.99
	168.90
	2.77E-04
	2.59E-04
	10.29471
	10.46590
	6.50E-02
	6.50E+00

	151.52
	151.48
	2.72E-04
	2.63E-04
	10.34330
	10.42851
	3.31E-02
	3.31E+00

	135.58
	135.49
	2.68E-04
	2.51E-04
	10.37360
	10.54886
	6.34E-02
	6.34E+00

	120.83
	120.95
	2.05E-04
	2.24E-04
	11.05833
	10.82696
	-9.27E-02
	-9.27E+00


محاسبه انرژی تعامل و حلالیت کسر مولی را با کمک از معادله به دست آمد. 2 و 10 به عنوان در متن مقاله
