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ARTICLEINFO A B S T R A C T 
 

Article history Irinotecan is considered to be one of the most effective anticancer 

drugs for colorectal cancer therapy. In this study, the role of human 

serum albumin (HSA), as a protein biopolymer and safe drug 

delivery system, in  the binding of irinotecan was surveyed. The 

interaction between irinotecan and HSA has been studied by 

fluorimetry, circular dichroism (CD) and Fourier transform infrared 

(FT-IR) spectroscopy as well as molecular docking study. By the 

analysis of the fluorescence spectra, it was observed that irinotecan 

can quench the intrinsic fluorescence of HSA through a static 

quenching procedure. The binding parameters were determined 

according to the modified Stern-Volmer equation and the enthalpy 

change (ΔH° and entropy change (ΔS°) of binding were calculated 

to be -19.11 kJ mol−1 and 13.80 J mol−1 K−1, respectively. The 

Analysis of the thermodynamic parameters indicated that the 

hydrogen bonding and hydrophobic interactions played the 

dominant role in the stabilization of the irinotecan-HSA complex. 

The competitive site markers experiments indicated that the drug 

binds to the site I of HSA, confirmed by molecular docking. The 

distance, r, between the donor (HSA) and the acceptor (irinotecan) 

was obtained according to Förster’s theory of non-radiation energy 

transfer. The quantitative analysis of the far-UV CD and FT-IR 

spectra represented that irinotecan has induced some alterations in 

the secondary and tertiary structures of the protein. 
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با    )مشتق شده از آلکالوئید گیاهی کمپتوتسین(   کنش ایرینوتکان بررسی میان 

 و مطالعه محاسباتی   طیف سنجی های  آلبومین سرم انسانی با استفاده از روش 

 *3، کتایون درخشنده2ی ، سیروس قباد 1 نوشین بیجاری 

 کرمانشاه، ایران ،  رازیشناسی، دانشکده علوم، دانشگاه زیستوه  رگدانشجوی دکتری بیوشیمی، .1

 شناسی، دانشکده علوم، دانشگاه رازی، کرمانشاه، ایران دانشیار گروه زیست .2

 ایران همدان، گروه فارماسیوتیکس، دانشکده داروسازی، دانشگاه علوم پزشکی همدان،  استاد  .3

 چکیده  مقاله اطلاعات 

موثرترین داروهای ضد سرطان برای درمان سرطان کولورکتال شناخته  از    ی ک ی عنوان  به ایرینوتکان  داروی   مقاله تاریخچه

  ستم ی و س   ی ن ی پروتئ   مر ی وپل ی ب   ک ی عنوان  به (  HSA)   ی سرم انسان   ن ی نقش آلبوم   ، مطالعه   ن ی در ا   .شود می 

  کمک به    HSAایرینوتکان به پیوند شدن    .قرار گرفت بررسی  ایرینوتکان مورد    به   اتصال در    من ی ا   ی رسان   دارو 

  (FT-IR)فرو سرخ    طیف سنجی ،  (CD)نمایی دورانی    فلوئوریمتری، دو رنگ مانند  های مختلف  روش 

های فلوئورسانس نشان داد که ایرینوتکان توانایی  طیف  تجزیه و تحلیل   .شد بررسی  و داکینگ مولکولی  

  باشد.دارا می پایا  را از طریق مکانیسم خاموش کنندگی    HSA  ذاتی خاموش کردن طیف فلوئورسانس  

 و تغییرات   ند شد برآورد  ،  (Stern-Volmer)  ولمر - اشترن   تغییر یافته بر پایه معادله  پیوندی    ی پارامترها 

محاسبه  1K −1J mol  80 /13− و   - 1kJ mol 11 /19− به ترتیب   S(Δ° (و آنتروپی   )HΔ°(آنتالپی  

تحلیل .  گردید  و  ترمودینامیکی پارامتر   تجزیه  پیوند   اتصال   های  که  داد  و  نشان  هیدروژنی  های 

های  آزمایش   باشند.می   HSA- پایدارسازی کمپلکس ایرینوتکان عامل اصلی    گریز آب ی  ها کنش ان ی م 

مورد    داکینگ مولکولی با    شود که می پیوند    HSAدر     Iرقابتی نشان داد که دارو به جایگاه   های نشانگر 

  فورستر   بر پایه تئوری انتقال انرژی غیرتابشی   و ایرینوتکان   HSA  میان   ( r)   فاصله   .تایید قرار گرفت 

(Förster)  .ی  ها ف ی ط   آنالیز کمی   تعیین شدCD   دور و  - فرابنفشFT-IR    ایرینتوتکان  نشان داد که

 است.پروتئین شده  و سوم  دوم    های موجب القای تغییراتی در ساختار 
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قدمه م

دارای   مانند   فعالی  ترکیبات  گیاهان 

استروئیدها،    ها، تانن  آلکالوئیدها، 

فلاونوئیدها    و  ها فنل  ها، رزین  گلیکوزیدها، 

 ,.Tonthubthimthong et al)هستند

آلکالوئ(2001 ثانویهمتابولیتاز    دهای.    های 

  یی ای می ش  یها یژگ یو  ی داراو  هستند    گیاهی 

فرد به  به آن  کهبوده    یمنحصر  را  ها 

برداری  یبرا  مناسبی  ی دایکاند در    بهره 

 Heinrich et)کرده است    لیتبد  یپزشک

al., 2021).    بیست حدود  ترکیبات  این 

متابولیت از  را  درصد  گیاهان  ثانویه  های 

دهند و در محیط اسیدی محلول  تشکیل می

آب هستند و در محیط بازی و خنثی در  در  

، این  اساس منشا اولیه  اند. برها محلوللیپید

ی حقیقی یا  لکالوئیدها به دو گروه آ   ترکیبات

آپروتوآلکالوئید شبه  و  دسته    لکالوئیدهاها 

می آبندی  از  لکالوئیدهاشوند.  حقیقی  ی 

میاسید مشتق  آمینه  دارای  های  و  شوند 

حلقه درون  در  که  هستند  آمین    گروه 

نداردآنان  هتروسیکلیک   حالی  ،قرار  که  در 

آلکالوئید اسیدآمینهشبه  غیر  منشا  با  ای  ها 

های  گروه  باهای هتروسیکلیک  دارای حلقه

هستند    ,.Rampogu et al)نیتروژنه 

گروه  .(2022 در  مختلفی  آلکالوئیدها  های 

پورین،    مانند  پیپریدین،  تروپان،  ایندول، 

و   کینولیزیدین  پیرولیدین،  پیرولیزیدین، 

 Kaur)شوند  بندی میها دستهایزوکینولین

et al., 2015).  ن یافدر  یی ماننددهایآلکالوئ  

آتروپ ب  یبرا  نیو    ی تنفس   یهایماریدرمان 

حال یم  زیتجو در    دیگرکه  یشوند، 

و  دها یآلکالوئ و    نیبربر  ن،ی ست یکر  نیمانند 

سرطان  عملکرد  نیبلاست  نیو دارندضد   ی 

.(Olofinsan et al., 2023) برای نمونه، 

ها از  وین بلاستین با پیوند شدن به توبولین 

میکروتوبول میتشکیل  جلوگیری  و  ها  کند 

در نتیجه تقسیم سلولی در مرحله متافاز با  

دوک تشکیل  اختلال    تقسیم   مهار  دچار 

و    .(Kaur et al., 2015)شود  می ماتادا 

سرطان   خواصهمکاران     د یآلکالوئی  ضد 

توص  ن یکمپتوتس  نینول یرولوکیپ   ف یرا 

،  (Matada et al., 2021)  اندکرده

کمپتوتسین یک آلکالوئید گیاهی است که  

اوایل   در  بار  نخستین  از    19۶0دهه  برای 

که    Camptotheca acuminateگیاه  

 ,.Pi et al)  بومی چین است استخراج شد
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استخراج    .(2010   ا ی  کمپتوتسینامکان 

در    کشت شده  ی هاتیمشتقات آن از اندوف 

مختلف  بخش فراهم  گ های  شده  یاه 

دست  به  ن،یکمپتوتس   یدروکس یه-10است.

 C. acuminata  تیاندوف  یهاآمده از قارچ

(Xylaria sp.)،  سلول رشد  های  مهار 

ضد    ت یفعالشود.  سرطان سینه را سبب می

مهار    ن یکمپتوتسی  تومور آنزیم  با 

که    هنگامیگیرد،  صورت می  I  زومرازیتوپوا

همانندسازی     کمپلکس   به چنگال 

می–Iتوپوایزومراز     رسد کمپتوتسین 

  DNAشکستی غیرقابل ترمیم در دو رشته  

می به  آید پدید  آنکه  سلول    دنبال  مرگ 

  et al(Olofinsan ,.دهدمی  روی سرطانی  

سمیت  .2023(   یدها یآلکالوئ  اثر 

فاکتور    ی القا  با  در سرطان خون  نیکمپتوتس

  فعالیت   ( و مهارTNFتومور )  ردهندهنکروز

 Kaur et)شده است  گزارش    I  زومرازیتوپوا

al., 2015).    جانب بروز و    د یشد  یعوارض 

در    نیکمپتوتس  ین یبشیپ   رقابلیغ

 Hofmann)نخستین    ین یبالهای  بررسی

et al., 2005)    مشتقات سنتز  باعث 

توپوتکان،    نوتکان،یریا  از آن مانند   گوناگونی

  تروین-9و    کمپتوتسین  نویآم-9

بر    ین یبالهای  بررسی  که  گردید  کمپتوتسین

 Mathijseen)ها انجام شده است  روی آن

et al., 2001)  .مهیآنالوگ ن  ک ی   نوتکانیریا  

عنوان  بهکه  است  کمپتوتسین  از    یسنتز

قو آنزیممهارکننده    رفتار   I  زومرازایتوپو  ی 

دارای   کندیم ش  و    یی ایم یفرمول 

6O4N38H33C  شمیایی  می ساختار  باشد. 

نشان داده شده    1ایرینوتکان در بالای شکل  

در    نوتکان یر یا  توموریضد  تیفعال است.  

بال  ین یبالشیپ  یهامدل علیه    ین ی و  بر 

ر  هایسرطان و    کسیسرو  ه،یکولورکتال، 

است    گزارش تخمدان    Kciuk, et)شده 

al., 2020).  (Fuchs et al., 2006)  در .

توسط    نوتکانیریابزرگ    یجانب  رهیزنج  ،بدن

و   استراز لیبوکسرکآنزیم   شده    شکسته 

  تولید   SN-38  نامبهآن    یاصل   تیمتابول

 آنزیم.  (Fuchs et al., 2006)  گرددیم

گلوکورونوزیل  فسفات  دی  یوریدین 

  ت یمتابول  به  اتانتقال گلوکورونبا    ترانسفراز

تولید  ( SN-38)فعال     ت یمتابول  باعث 

  از طریق  شود کهمی  (G)38-SN  فعالغیر

دفع    ,.Mathijssen et al  شود میادرار 
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2001)  &  Atasilp et al., 2017  (  ،  در

احالی طریق    -38SNو    نوتکانیریکه  از 

می  صفراوی  سیستم   ,Ozawa)شونددفع 

et al., 2021) .  کلی هب شدن    طور  پیوند 

پروتئ به  های  ویژگیپلاسما    ی هانیدارو 

  برای   ،بخشدیآن را بهبود م  کی نتیسفارماکو

پیوند  با    دارودرون تنی یک  عمر    مهین  ،نمونه

سبب  که    ابدی یم  ش یافزا  ن یبه پروتئشدن  

زمان     شود میدارو    گذاریتاثیرافزایش 

(Kunwar et al., 2006).    دیگراز سوی ،  

شدن   بهبود    ن یپروتئبه    داروپیوند  باعث 

  ت یسم   شده، داروها  ت یو حلال  عیجذب، توز

م آن کاهش  را  روی  و   دهدیها  سرعت    بر 

 ,.Jiang et al)  ها تاثیر گذار استحذف آن

2008 & Kandagal et al., 2007). 

انسان  نیآلبوم   نیترفراوان  ( HSA)   یسرم 

گردش خون انسان است    حامل در   نیپروتئ

تمایل  و   سایر    بالایی با  با  مقایسه  در 

داروپروتئین به  پلاسما  در  موجود  ها  های 

 ,.Kandagal et al)گردد  میپیوند  

  ی مولکول  هایکنشمیان  یبررس.  (2007

داروها    HSA  پروتئینمیان     اطلاعات و 

مؤثر ارائه    یداروها   یطراح   در زمینه  یمهم

د  دهدیم از  صنعت    ربازیو  توجه  مورد 

آنالوگ  ی برا  ی داروساز فعال    یهاساخت 

است  ییدارو  ,.Hodgson et al)  بوده 

بهبه  .(2001 دوز  کنترل    کی  نهیمنظور 

شدن  میزان  برآورد  دارو،   به  پیوند  دارو 

 Xiumei et) باشدمی  مهم بسیار    نیپروتئ

al., 2009).    بررسی پژوهش  این  از  هدف 

داروی ایرینوتکان    و HSA میانش  نک میان

  مانند فلوریمتری، دو   ی هایروشبا استفاده از  

دورانی رنگ   Circular)  نمایی 

Dichroism, CD)،  فرو سرخ   طیف سنجی  

فوریه  Fourier Transform)  تبدیل 

)FTIR, pectroscopyS nfraredI  و  

است.داکینگ  های  بررسی با    مولکولی 

داده آنالیز  و  تغییرات  ببررسی  دست  ههای 

تعداد  کنشمیان  نیروهایسرشت  آمده    ،

تغییرات  پیوندی  های  جایگاه همچنین  و 

پیوند شدن  در اثر  HSA ساختاری پروتئین  

 . ه استگرفت  ایرینوتکان مورد بررسی قرار

 هامواد و روش

 مواد

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Atasilp%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28393405
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HSA  شرکت    از  ایرینوتکان  و Sigma-

Aldrichبدون  ندشد  یداریخر به   و    نیاز 

ساز قرار    شتر یب  ی خالص  استفاده  مورد 

آزماندگرفت تمام  فس  ها شی.  بافر    فات در 

  غلظت   .ندانجام شد  pH  75/7با  مولار    01/0

ی در  روش اسپکتروفتومتربه  HSA  پروتئین

موج   و  280طول  بهره  نانومتر  از  با  گیری 

 cm 1-M-)   آن   ی خاموش  بیضر

13۶500=ɛ)  شد  نییتع., et al(Khan 

2007) . 

 FT-IR طیف سنجی

و    HSA  نوتکان،یریا  FT-IR  هایفیط

توسط  ایرینوتکان    HSA-کمپلکس

  21FT-IR IR Prestige  اسپکتروفتومتر

(Shimadzuثبت شد )های  نمونه.  ند، ژاپن

 مخلوط(KBr)   م یپتاس   دیمورد نظر با بروم

 قهی دق   5 مدتبه تن 9فشار   درو   شده

 مترییلیم  10های  سک ی تا د ندشد فشرده

سرخسنجی    فیط  .دیآ دستهب از    فرو 

  جامان  1cm  500-4000−بازه   در ها  نمونه 

 شد.

 : (CDنمایی دورانی )دو رنگهای اندازه گیری

بررسی   بر  برای  ایرینوتکان  داروی  تاثیر 

سوم  ارساخت و  ،  HSA  پروتئین  دوم 

دو    CD  هایطیف دور بخش  در                         فرابنفش 

( nm190-250( و نزدیک ) nm250-350  )

اسپکتروپلاریمتر  وسیلهبه   Jascoدستگاه 

پروتئین    .ثبت شدJ -810مدل   در  غلظت 

  mg/mlترتیببهدور و نزدیک  بخش    دوهر  

دستگاه  بود  mg/ml   3/1و  3/0 خروجی   .

Jasco  رو،  ، از اینباشدمی  درجهمیلی  پایه  بر

گزارش   میانگین    هی پا  بر  هادادهبرای 

)Residue  Mean  باقیمانده  واریبیضی

Ellipticity, MRE)    ( استفاده  1)  معادله از

 شد:

MRE = 
θobs

CPnl × 10
                                     (1)  

MRE    بر   باقیمانده  واریبیضیمیانگین  

deg cm2 dmol  پایه
‒1  ،θobs  واریبیضی  

 mdeg  ،CP  پایه بردست آمده از دستگاه به

پروتئین   تعداد    nمولار،    پایه  برغلظت 

نور  گذر  مسیر  پهنای    lاسیدآمینه پروتئین و  

 ,.Kandagal et al)  باشد می  cm  پایه  بر

2006). 

 ذاتی  فلوئورسانس
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  Scanمد  نشر فلوئورسانس توسط    هایطیف

اسپکتروپلاریمتر    Cary Eclipseدستگاه 

(Varian)  در گردید.    همه   ثبت 

بافر فسفات  های فلوئورسانس از  گیریاندازه

با    و سل کوارتز   75/7pHمولار با  میلی  10

یک   است.    مترسانتیپهنای  شده  استفاده 

شکاف نشر  برانگیختگی    هایپهنای  و 

  شد. نانومتر انتخاب    10و    5ترتیب  بهدستگاه  

  ی هاداده،  درونی  لتری اثر ف برای رفع مشکل  

 شد:  اصلاح  2با استفاده از معادله    فلورسانس
Fcorr = Fobs exp [(Aex + Aem) /2]                     

(2 )  

obsF    وcorrF  شدت    ب یترتبه

شده  ئوفلو اصلاح  و  شده  مشاهده  رسانس 

جذب در طول    بیترتبه  emAو    exAهستند و  

راو  برانگیختگی    یهاموج نشان    نشر 

 .(Seedher et al., 2005)دهند یم

 تعیین مکانیسم خاموش کنندگی 

خاموش مکانیسم  تعیین  کنندگی    برای 

HSA  نشر دارو،    ذاتی فلوئورسانس    توسط 

 313  و  308،  298دمای    سه در    پروتئین

ثبت   بار    .ندشدکلوین  هر  از    افزودن پس 

انکوبه شده و سپس    1  محلولدارو،   دقیقه 

ثبت    HSA  فلوئورسانسنشر  های  طیف

آمینه    برانگیختگی  برای.  ندشد اسید 

  295  یروبرانگیختگی  طول موج  تریپتوفان،  

 .(Alam et al., 2015) شد  م ینانومتر تنظ

آنالیز   خاموش شوندگی    های دادهبرای 

ولمر استفاده  -فلوئورسانس، از رابطه اشترن

 شد:

(3)                       Fo

F
 =1+kq τo[Q]=1+Ksv [Q] 

به ترتیب شدت    oF  و   F  در این رابطه،

غیاب    پروتئینفلوئورسانس   و  حضور  در 

)دارو(،  خاموش خاموش  svKکننده    ثابت 

اشترن مولار    [Q]ولمر،  -کنندگی  غلظت 

خاموش   qkکننده،  خاموش سرعت  ثابت 

م دو  عمر    نیمه  oτو    یلکول وکنندگی 

با  . لکول در غیاب خاموش کننده استوبیوم

غلظت خاموش  برابر  در    F/oF  رسم نمودار

خط    Q[،  svK[کننده   شیب    دستبهاز 

با دما،    svK. با بررسی روند تغییرات  دیآیم

خاموش  مکانیسم  تعیین    نوع  کنندگی 

 .  (Yue et al., 2017a)گردید

جایگاهتعیین   وهای  و    پیوندی   هایتعداد  میان  نیر
 HSAو ایرینوتکان 
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و تعداد جایگاه  پیوندی برای تعیین ثابت  

  4از رابطه   HSA  پروتئین در دارو پیوندی 

 . شداستفاده 

log 
[Fo  ‒ F]

F
 = log Kb+ n log[Q]                      

 )4(
 

رابطه، این  شدت  به  Fو  oF  در  ترتیب 

حضور  پروتئین  فلوئورسانس   و  غیاب  در 

ایرینوتکان،  غلظت مختلف  ثابت   bKهای 

در  تعداد جایگاه اتصال دارو    nدارو و  پیوند  

  از شیب این نمودار مقدار باشد.  میپروتئین  

n    مقدار آن  مبدأ  از  عرض  از    bKlogو 

برای    .(Yue et al., 2017b)  آمددست  هب

در   درگیر  نیروهای  به   پیوندتعیین  دارو 

ترمودینامیکپروتئین،     ی پارامترهای 

  و تغییرات آنتروپی  H(Δ°(ی  تغییرات آنتالپ

)°S(Δ  از استفاده  هوف    با  وانت  نمودار 

  ( 5)معادله    نمودار وانت هوف   .شد    محاسبه 

دست  ه ب  T/1در برابر     bKn lبا رسم نمودار  

 آید:می
       (5 )                               ln Kb = -

ΔHo

RT
+

ΔSo

R
 

در یک    پیوندثابت    bK  ، در این معادله

و   خاص  گاز  Rدمای  جهانی  هاست.  ثابت 

شیب  به  S(Δ°(و    Δ)H°(مقادیر   از  ترتیب 

و   بنمودار  از مبدأ  با  دست میهعرض  آیند. 

کمک  به،  SΔ°و    HΔ°دست آوردن مقادیر  هب

توان تغییرات انرژی آزاد گیبس  می  ۶معادله  

(°GΔ  )  نمودرا محاسبه  ., et al(Seedher 

2005) . 

(۶)                    ΔGº=ΔHº-TΔSº    

 

وتئین  ایرینوتکان ومیان   انتقال انرژی فلوئورسانس    پر

و  میان  فاصله    برآورد  منظوربه لیگاند 

پروتئین  ( های)تریپتوفان در  از    موجود 

فوستر  انرژی  انتقال  یک    بین  ،رزونانس 

 و  )تریپتوفان( فلوئورسانس  فلوئوفور دهنده  

از    ،)لیگاند(فلوئورسانس  لکول گیرنده  ویک م

می  7معادله    ,.Yue et al)شود  استفاده 

2016) : 

(7                       )E = 1-
F

Fo
 =

Ro
6

r6+Ro
6 

رابطه،   این  ترتیب شدت  به  oFو    Fدر 

در حضور و    پروتئین   فلوئورسانس  ذاتی  نشر

دارو،   غیاب  و  میان  فاصله  ،  rدر  دهنده 

ای که در  فاصلهفاصله بحرانی )  oRگیرنده،  

بازده  E است( و   % 50آن بازده انتقال انرژی  

پذیرندهمیان  انرژی   انتقال  و    دهنده 

 oRتوان مقدار  می  8رابطه    با کمک باشد.  می
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دهنده    یهالکولوممیان  فاصله  و  را محاسبه  

 . برآورد نمود راانرژی  و گیرنده 

(8)              N 2K ‒258 × 10/= 8 6
oR

Φ J 4 

رابطه،   این  جهت  2Kدر  گیری    فاکتور 

دوقطبی پذیرنده،  فضایی  و  دهنده    Φ  های 

م کوانتایی  حضور  وبازده  در  دهنده  لکول 

میزان    Jضریب شکست محیط و    Nپذیرنده،  

طیف جذبی گیرنده  میان  پوشانی فضایی  هم

انرژی    یو طیف نشر با    باشد کهمیدهنده 

 :گرددمیمحاسبه  9معادله 

J = 
Σ F (λ) ε (λ) λ

4 
Δλ

ΣF (λ) Δλ
     (9                        )  

لکول  ومیزان نشر م  F(λ)در این معادله،  

ضریب    ε(λ)و    λدر طول موج  انرژی  دهنده  

در طول    انرژی  لکول گیرندهوجذب مولی م

از  انتگرالبا    باشد.می  λ  موج گیری 

طیف هم با  دهنده  نشری  طیف    پوشانی 

گیرنده می  Jمقدار    ،جذبی    گردد محاسبه 

(Rahman et al., 2023) .  پوشانی  هم

( غلظت  با  ایرینوتکان  جذبی    3طیف 

با غلظت     HSA( و طیف نشری میکرومولار

انتقال  میکرومولار   3) بازده  محاسبه  برای   )

ایرینوتکان    و   HSAپروتئین  میان  انرژی  

 گیری شد.اندازه

 ها رقابتی نشانگرهای آزمایش

جایگاه  برای   در  پیوندی  تعیین  ایرنوتکان 

سود  از نشانگرهای جایگاه    توانمیآلبومین  

هر  جست   جایگاه    یککه  در    ایویژهبه 

در آزمایش رقابتی  .  شوندپیوند میآلبومین  

از دو نشانگر وارفارین و    ،نشانگرهای جایگاه

فلوئورسانس   های پروبعنوان  بهایبوبروفن  

  IIو   I هایجایگاهترتیب برای نشان دادن  به

 Liu)  در آلبومین سرم انسانی استفاده شد

et al., 2015) در نشر    ،آزمایش  این  . 

محلول   با )نشانگر  –HSAفلوئورسانس 

میکرومولار( در حالی    1یکسان    هایغلظت

  0تدریج از غلظت  بهکه ایرینوتکان  ثبت شد  

محلول    120تا   این  به  افزوده  میکرومولار 

هر    و  HSA  ی محلول ها براشیزماآ.  شدمی

  و   انجام شد جداگانه  طور  به  جایگاهنشانگر  

موج   با  طول  برابر   nm  295برانگیختگی 

  ( bK)  پیوندثابت    ری. مقاددنانومتر انتخاب ش

  در   )] F)/F-oFlog[نمودار    عرض از مبدااز  

آمد به   log [irinotecan]برابر    دست 

 . (4)معادله 

 مطالعات داکینگ 
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کر پروتئیستالیساختار  سرم  ی  آلبومین  ن 

اطلاعات    (PDB:1BM0) انسانی بانک  از 

شد.    (www.pdb.org)  نیپروتئ دانلود 

ش  نمای ای میساختار  با  ایرینوتکان    3  یی 

برنامه  یبعد از  استفاده    ۶/0/8  با 

HyperChem   قالب    باPDB  ی سازمدل  

  .(Mohammadnia et al., 2020)  شد

با استفاده از نرم   یمولکول  نگی طالعات داکم

 Trott)  انجام شد  Auto Dock Vinaافزار  

et al., 2010).    افزارنرمAutoDock 

Tools (ADT)    4/5/1نسخه  

(http://mgltools.scripps.edu  ) برای

ساز پروتئ  یآماده  و    داکینگ  یبرا  نیدارو 

شد  به  و  استفاده  عنوان  به  دارو  نهیساختار 

افزار  یورود برداری    ADT  نرم  بهره  مورد 

نرم  در    HSA  ی بارگذارپس از    .قرار گرفت

از    PDBQT  با فرمت   ل یفا  کی ،  ADTافزار  

با    نیساختار پروتئدارای  که    ایجاد شدآن  

  . بود    ی قطب   ی هاجایگاههمه  در  ها  دروژنیه

در نظر  پذیر  چرخش  گاندیل   در   وندها یپهمه  

شد از  گرفته  استفاده  با   .AutoGrid 

Tools  ،  جعبه   اندازهبه    Gridمشخصات 

تا    تعیین  مناسب پیوندی    هایجایگاهشد 

  ی قابل توجههای  بخش نیو همچن نیپروتئ

پیرامونی  از   بگیردرا  سطح  بر  جایگاه    .در 

ا  HSA  یرو  داکینگ   جعبه   کی  جاد یبا 

Grid   ۶2/29د  با ابعاX:   ،81/31Y:   و Å 

15/23 Z: ی  سازهیشب ان ی در پا  شد. فیتعر

  ن یدارتریبا پا  -HSAکمپلکس دارو،  داکینگ 

ساختار    نیترمطلوبعنوان  به  یانرژ

  شد.   رفتهی پذ  HSA  یبرا  کمپلکس

  VMDتوسط    یمولکول  یک یگراف تصویرهای  

 Humphrey et)  شد   هیته   1.8.9نسخه  

al., 1996). 

 نتایج و بحث

 FT-IR مطالعات

و    ق یدق   ع،یسر   روشی  FT-IR  ی سنجفیط

  یی ایمی ش  باتی ترک  ییشناسا  یبرا  رمخربیغ

گروه به    ی عملکرد  یهاو  و  است  نمونه 

حساس  بسیار    یساختار مولکول در    راتییتغ

  کیتکن   نیا  .(Amir et al., 2013)  است

و  نیپروتئدوم   ساختاربررسی    یبرا ها 

شدن  از    ی ناش   یساختار  راتییتغ پیوند 

 Dakhakhni et)  است   د یمفبسیار    گاند یل

al., 2023).    طیفFT-IR  هانیپروتئ ،  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Amir%20RM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24426012
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  مشخصه که  گوناگونی    ید یآم  هایباند

را نشان    است  یپیوندهای پپتیدهای  نوسان

در  بهکه    ی دیآم  باندهای.  ددهنیم وفور 

ساختار بهره  مورد    ن یپروتئ   ی مطالعات 

  ی دیآمباندهای    شامل  رندیگیقرار مبرداری  

I ،II   وIII  ساختاری   راتییهستند که به تغ  

هستند   هانیپروتئ  Ganim et)  حساس 

., 2006)al. آمید باند I (‒1cm 1700 ‒

   پیوند  کششی های  نوسان  به  مربوط  (1۶00

C=Oآمید باند  ،است  II  )‒1cm 1۶00 ‒

جفت  N-H خمشی   نوسان ازناشی  (1500

و  است، C-N پیوند  کششینوسان    شده با

به   1cm 0082-0092‒ بازه پیک   مربوط 

 Kannan)است    C-N  پیوند  کششی   نوسان

., 2014)et al.    1‒طیفی  بازهcm  0221-

آمید  نیز    1330 باند    باشد میIII مشخصه 

(Jiang et al., 2004a).   آمید   پیکI  

پیرامونی  نسبت به تغییرات    بالایی حساسیت  

  بازه رو این  از اینو    ، داردپیوندهای پپتیدی  

دست آوردن اطلاعاتی در  بهبرای    FT-IRاز  

ها مورد  پروتئینمورد تغییرات ساختار دوم  

  . (Yue et al., 2016)  گیردقرار میاستفاده  

،  HSAپروتئین    FT-IRهای  طیف

ایرینوتکان  کمپلکس  و    HSA-ایرینوتکان 

است  1شکل  در   شده  داده    . نمایش 

است،  همان آشکار  شکل  این  در  که  گونه 

پس از    HSAطیف در   IIو   Iموقعیت پیک 

  . شده است  جا به  جااندکی  دارو  پیوند شدن  

  1cm 1۶۶2‒به    1cm  1۶51‒از    Iپیک  

دهنده  است  شده    جابهجا نشان  که 

  C-Nو    C=Oی  هاهروگکنش دارو با  میان

است . )et al He,. 2005(  پروتئین 

  ت یموقع ،  داروپیوند شدن  پس از  همچنین  

cm‒ه  ب  1cm  2854‒ز  ا  N-C  ی کشش  پیک

است یافت  رییتغ  2873  1 های  پیک و    ه 

 1cm   1539،‒cm‒  هایبازهدر  نوظهوری

  ف ی. طنداهشدظاهر  1cm 1۶۶2‒ و 13387

IR-FT  1‒را در    ی های پیک   ، نوتکانیریاcm 

  با که    ه است اد نشان د  1cm  1431‒و  107۶

  د ی ناپدایرینوتکان  HSA-کمپلکس  ل یتشک

  cm 1‒تا  1cm  1۶50‒ی  ف ی طبازه    .اندشده

  چ یبه ساختار مارپ   I دی آم  ی در باندها  1۶58

 ,.Jiang et al)شده است  داده  نسبت    آلفا

2004a & Alhazmi et al., 2023) .

شکل  همان در  که  شده    1طور  داده  نشان 

تشکیل  پس از  بازه    ن یشدت باند در ا  ،است

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=He%20W%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15698801
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ایرینوتکان  کمپلکس و    افتهی  شیافزا  دارو 

  ی چیمارپ   یمحتوا ی افزایش  معنابهکه  است،  

در    رات ییتغ  ، یطور کلبه  است.  HSA  در   آلفا 

م  هاپیک   و شکل  تیموقع که    دهد ینشان 

دارو  پیوند شدن  پس از    HSA  دومساختار  

استیافته  رییتغ

 

ساختار   .(----)ایرینوتکان  –  HSAکمپلکس  و  (.…)، ایرینوتکان HSA (——)پروتئین  FT-IR. طیف 1شکل 

 شیمیایی ایرینوتکان در بالای شکل نشان داده شده است. 
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 CDهای گیریاندازه

  یبررس  یبرا  CD  ی سنجفیط   مطالعات

پس از    HSAدوم و سوم    ساختار  راتییتغ

 Li et)  انجام شد  به ایرینوتکان پیوند شدن  

al., 2022).    با پیشینمطابق    ، مقالات 

دارا –فرابنفش   CDفیط باند    یدور  دو 

 222و    208  یهادر طول موج  یقو  یمنف

ساختار    استنانومتر   مشخصه      مارپیچ که 

 ,.Greenfield et al) است  نیپروتئآلفای 

2006 & Rogers et al., 2004).   اختلاف  

 دور- فرابنفشبازه    CD  هایفیط  نیب

دارو نشان  غیاب  در حضور و    HSAپروتئین  

که  یم غلظتدهد  حضور  های  در 

تغییر    هاشکل کلی طیف،  دارویابنده افزایش

نمیچندانی   نشان    که درحالی  دهد، را 

  .(A2)شکل  تر شده است  منفی  واریبیضی

افزایش محتوای  دهنده    جایی نشانهاین جاب

است که    در ساختار دوم پروتئین  آلفا    مارپیچ

پایداری    باعث و  فشردگی  ساختار  القای 

ایرینوتکان به  پیوند    جه یدر نت  ن یپروتئ  آلفای 

 . (Alam et al., 2015) شودمی پروتئین

تغییرات ساختار  به تعقیب روند  منظور 

  CDهای  در حضور دارو، طیف  HSA  سوم

نزدیک  بازه    در  250-350)فرابنفش 

  50های  غیاب و در حضور غلظت درنانومتر(  

ثبت  میکرومولار  150و   شد   ایرینوتکان 

مشاهدات حاکی از آن است که  .  (B2 )شکل

  واری بیضیافزایش  دارو موجب  پیوند شدن  

کاهش  به  که  است  شده    nm  280در  

در  پذیری  انعطاف استحکام  القاء  ساختار  و 

 Bijari)  شودیم نسبت داده    سوم پروتئین

et al., 2015).  ب نتایج  مجموع  دست  هدر 

دارو باعث القای  پیوند شدن  آمده نشان داد  

پروتئین   سوم  و  دوم  ساختار  در  تغییراتی 

شده است.
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 (‒ ‒ ‒)  150و (.…) 50، (—)های صفر فرابنفش دور در غلظت بازهدر    HSAپروتئینCD های طیف (A) .2 شکل

 های طیف (B) بوده است. mg/ml 3/0. غلظت پروتئین  75/7pH با میلی مولار  10بافر فسفاتمیکرومولار ایرینوتکان در  

CD  پروتئینHSA   میکرومولار ایرینوتکان   (—) 150 و (.…) 50، (‒ ‒ ‒) های صفرفرابنفش نزدیک در غلظت بازهدر

 بوده است.  mg/ml 3/1 پروتئین. غلظت  75/7pH با میلی مولار 10در بافر فسفات 
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 نسا مطالعات فلوئورس

فلوئورسانس   یبالا  تیحساس   لیدلبه

آن  یم   پتوفانیتر از  پروب  بهتوان  عنوان 

  رات ییتغ  بررسی  یبرا  ی مهمدرونی  

هنگام  پروتئین    ی ساختار شدن  در  پیوند 

 Khan et al., 2019)  نمود استفاده    گاند یل

& Balaei et al., 2019) .    در تغییرات 

نشر   و    ذاتیفلوئورسانس  طیف  غیاب  در 

  های مختلف داروی ایرینوتکان حضور غلظت

گونه  هماننشان داده شده است.    3در شکل  

در می  که  مشاهده  افزایش  شکل  با  شود 

پروتئین    ذاتیغلظت دارو نشر فلوئورسانس  

بیانگر که    کندطور منظم کاهش پیدا میبه

  .است  ایرینوتکان  و  HSA  نیبکنش  میان

شوندگی بالا   خاموش  (  28%)حدود    نسبتا 

  پتوفان یمانده تریتنها باق   دهد که می  نشان

در دارو  در     HSAموجود  قرار  دسترس 

است   . (Seedher et al., 2005)گرفته 

شوندگی افزون   خاموش  پدیده  پیوند    ،بر 

موجب  شدن   جایی  هجاب  اندکیایرینوتکان 

به    335)از   در  نانومتر(    331نانومتر 

موجی  سوبهنشر  ی  بیشینه های  طول 

کاهش   می  ترکوتاه دهنده  نشان  که  شود 

پیرامونی محیط  گریزی  و افزایش آبقطبیت  

   HSAدرموجود    تریپتوفان   ماندهباقی

  .(Ranjbar et al., 2012)باشد  می

یک پیک جدید در طول  همچنین پیدایش  

پیوند شدن  توان به  را می  نانومتر  440موج  

میان  انتقال انرژی فلوئورسانس  ایرینوتکان و  

( انرژی  انرژی  HSAدهنده  گیرنده  و   )

داد  )ایرینوتکان(    He et)نسبت 

al.,2005). 
 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=He%20W%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15698801
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و  (  ۶) 75  (،5) 50  (،4)  30،  (3)  20،  (2) 10  هایغلظتو در حضکور   (1)در غیاب    HSA ذاتی. طیف فلوئورسکانس  3 شککل

.بوده استnm295   برانگیختگی و طول موج میکرومولار  HSA  5غلظت  ایرینوتکان.  (  7) میکرومولار  100

 خاموش شوندگی تعیین مکانیسم

با    ایجاد کمپلکس   مانند   ی مولکول های  کنش یان م 

  ت انتقالا برخوردهای بین مولکولی،    ، پایه حالت  

دلیل  می   ی مولکول   های نوآرایی   و   ی انرژ  تواند 

باشد    شوندگی   خاموش پدیده   فلوئورسانس 

(Cui et al., 2008) .   شوندگی    خاموش

شوندگی   خاموش  گروه  سه  به  فلوئورسانس 

دینامیک   استاتیک  خاموش  (  پویا ) )پایا(،  و 

هم  می پویا    و پایا  زمان  شوندگی    شوند تقسیم 

(Sun et al., 2011) .   خاموش  مکانیسم های 

اختلاف در وابستگی به دما و  پایه  شوندگی بر  

 ,.Cui et al)  ویسکوزیته با هم متفاوت هستند 

برخورد بین    ، پویا   شوندگی     در خاموش   . (2008

م  و  حالت  و فلوئور  در  کننده  خاموش  لکول 

در خاموش    که حالی   در   ، دهد می برانگیخته رخ  

لکول  و در حالت پایه خود با م   فلوئور پایا    شوندگی 

ک  تشکیل  کننده  می م خاموش  د  ده پلکس 

(Sookai et al., 2023) .   شوندگی     در خاموش  

به  پایا   منجر  دما  پایداری  افزایش  کاهش 

  ، شود می   ( پروتئین - کننده   خاموش ) کمپلکس  

  شوندگی در نتیجه با افزایش دما ثابت خاموش  

  با پویا  شوندگی      خاموش . در  یابد می   کاهش پایا  

میان  تر و برخورد بیشتر  افزایش دما انتشار سریع 

دهد که  رخ می کننده  خاموش   لکول و م و فلوئور 

افزایش   به  خاموش  منجر  پویا    شوندگی ثابت 

تعیین نوع  برای   . (Cui et al., 2008)  شود می 

کنندگی  خاموش  توسط    HSA  مکانیسم 

خاموش  آزمایش   ، ایرینوتکان  در  شوندگی  های 

کلوین انجام شد و    313و    308،  298سه دمای  
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نمایش داده شده    1و جدول    4نتایج در شکل  

می همان   است.  مشاهده  که  ثابت  شود طور   ،

کرده  ولمر  - اشترن  پیدا  کاهش  دما  افزایش  با 

کنندگی توسط    بنابراین مکانیسم خاموش   ، است 

از نوع خاموش  پایا  کنندگی  ایرینوتکان احتمالا 

بر  )   HSAمحاسبه شده برای    qk  مقادیر   . است 

ثابت خاموش  بیشترین  از  تر  بزرگ (  3معادله  پایه  

 Zaidi) است ( 1s−1M1010 ×2−) پویا شوندگی 

et al., 2013) ،    خاموش  یافته  این مکانیسم 

توسط ایرینوتکان را تایید    HSA  ی پایا شوندگی  

نشان  ها  این یافته   . (Li et al., 2022)  کند می 

با    HSAرسانس  ئو خاموش شدن فلو دهد که  می 

م   ل ی تشک  آغاز  اگر    شود ی کمپلکس  حتی  و 

  ی غلظت بازه  در    رخ داده باشد   ی ک ی نام ی برخورد د 

(Cui et al., 2008)  است   ز ی ناچ بررسی  مورد  

 
) 298ی هادر دما HSAولمر خاموش شدن فلوئورسانس -نمودار اشترن .4 شکل ) ،308 (   کلوین ()   313و  (

 . شده است ولمر محاسبه -از شیب نمودار اشترن )svK (مقادیر ثابت خاموش شوندگیتوسط ایرینوتکان. 

 .HSAبرای پروتئین  در دماهای مختلف ، (qk) و ( svKخاموش کنندگی )  مقادیر ثابت. 1جدول 

Complex T (K)  4-10× svK

)1-(M 

)1-s 1-(M 12-10× qk 2R 

 

HSA  -Drug 

298 30/32  ± 85/0  30/32  ± 85/0  975/0  

308 79/22  ± 8۶/0  79/22  ± 8۶/0  985/0  

313 21/18  ± 33/0  21/18  ± 33/0  995/0  
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هاای  و تعاداد جاایگااه  پیونادیمحااسا اا تاابا   
 پیوندی

ثابت   تعداد    )bK(پیوندی  مقادیر  و 

سه  HSA   در  (n)پیوندی  های  جایگاه در 

محاسبه و    5شکل    پایه   بردمای مورد نظر  

  نمایش داده شده است.   2در جدول  نتایج  

آمده با استفاده از نمودار    دست هب  nمقادیر  

یک محاسبه شد که  برابر  ولمر تقریبا  -اشترن

جایگاه   یک  در  پیوندی  وجود  دارو  برای 

پروتئین   میرا    HSAساختار  دهد.  نشان 

ثابت   دما    با   (bK)پیوندی  مقادیر  افزایش 

است که نشان دهنده کاهش  یافته  کاهش  

کمپلکس   در  -HSAپایداری  ایرینوتکان 

به است.  بالاتر  پیوند    دیگر،  عبارتدماهای 

به  شدن   ایجاد    HSAایرینوتکان  با 

بوده ایرینوتکان  - HSAکمپلکس همراه 

به  و  است   منجر  دما  شدن  افزایش  جدا 

شده این    کمپلکس    نتایج با    هاافتهیاست 

از    دستبه خاموش    سمی مکانبررسی  آمده 

عمده  های نیرو .کاملا سازگار است  شوندگی

در   میان  میاندرگیر  و    لیگاند  یککنش 

برگیرنده  لکول  وماکروم پیوندهای  در 

واندروالس نیروهای  نیروهای    ،هیدروژنی، 

میان و    گریز   آبهای  کنشالکتروستاتیک 

برای    .(Zaidi et al., 2013)  د نباشمی

  ،پیوندنیروهای درگیر در  سرشت  شناسایی  

ترمودینامیکی آنتالپی    پارامترهای  تغییرات 

)°HΔ(   و آنتروپی  )°S(Δ    رابطه وانت  بر پایه

کمک معادله  بهدر ادامه  .  آمددست  ه هوف ب

آزاد  (۶)رابطه    گیبس انرژی  تغییر  پیوند  ، 

و محاسبه    G(Δ°(  شدن این    شد  مقادیر 

جدول   در    . است    شده  گزارش   3پارامترها 

آزاد انرژی  تغییرات  منفی    G(Δ°(  مقادیر 

از   فرآیند  خودبهخودحاکی  بودن  پیوند  ی 

 . باشدمی

  S(Δ° (ی آنتروپ و    Δ)H°(  یآنتالپ راتییتغ

ترت 1J mol− و  -1kJ mol 11/91− بیبه 

 −1K  80/13  تجزیه و تحلیل.  دیمحاسبه گرد 

 آن  انگر یب  یوند یپ   ی کینامیترمود  یهاپارامتر

  ی هاکنشانی مو    یدروژنی ه  یهاوندیپ که    است

کمپلکس    یدارسازی پا  یاصل  عامل  زیگرآب 

 ,.Sun et al)  باشندیم  HSA-نوتکانیریا

2011).   
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توسط ایرینوتکان در   HSAشدن نشر   مربوط به خاموش ] Qlog[در برابر  l)] F/)F – oFog [نمودار تغییرات. 5شکل

به ترتیب شدت نشر بیشینه پروتئین در غیاب و حضور    Fو  oFکلوین.  ()  313( و )  308 (،)   298دمای  سه

 های مختلف ایرینوتکان است. غلظت

 

 . در دماهای مختلف HSA-ایرینوتکان( برای کمپلکس  nاتصال ) ( و تعداد جایگاهbKاتصال )  مقادیر ثابت. 2جدول
Complex T (K) )1−M( 3−×10bK (n) 2R 

 

HSA -Drug 

298 37/11  ± 23/0  88/0  ± 02/0  889/0  

308 28/10  ± 49/0  91/0  ± 04/0  439/0  

313 55/7  ± 39/0  90/0  ± 04/0  539/0  

 
 .HSAهای ترمودینامیکی اتصال داروی ایرینوتکان به پروتئین پارامتر. 3جدول 

 

Complex 
 

T (K) 

 

)1−K 1−(J mol
 °SΔ 

 

)1−(kJ mol °HΔ 

 

)1−(kJ mol °GΔ 

 

HSA - Drug 

298  

80/13  ± 72/2  

 

- 11/19  ± 83/0  

- 20/23  ± ۶4/1  

308 - 34/23  ± ۶7/1  

313 - 41/23  ± 84/1  
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 و ایرینوتکان HSAمیان  انتقال انرژی

انرژ  یتئور  پکایکه  بر   ی تکابشککک ریغ  یانتقکال 

دهنده و  فلوئور میانانتقال انرژی فورسکتر،  

 ریز  طیشکرالکول پذیرنده در صکورتی که وم

: )الف(  دهکدمیرخ  توانکد  یم  برآورده شکککود

داشککته فلوئورسککانس نشککر   ،مولکول دهنده

 فیطمیان    مناسکب  ی)ب( همپوشکان  باشکد

طک   ینشکککر و    مولککول   یجککذبک   فیک دهنککده 

فاصککله  و )ج(    داشککته باشککد ودوجپذیرنده  

پکذیرنکده و دهنکده برای انتقکال انرژی میکان  

 ,.Jiang et al)  نکانومتر نبکاشکککد  7از    شیب

2004b & Ranjbar et al., 2012).  همپوشانی 

 طیف جکذبیو     HSA نشکککر طیف  میکان

نمایش داده شککده   ۶ایرینوتکان در شکککل  

همپوشکانی    از بخش  گیری  انتگرال  باو   اسکت

‒1L mol 3cm 31‒برابر بکا    Jمقکدار  ،  دو طیف

بکا محکاسکککبکه گردیکد. سکککپس    94/1  ×  10

با داشککتن   و  7و  8  هایمعادلهگیری از  بهره

مقککادیر  
3

2  =  2K  ،3۶/1= N  ،12/0=  Φ  

(Sun et al., 2011)  هکمکچکنکیکن  J  مکقککدار  و 

ابر  بربه ترتیب   rو   oR  مقادیرمحاسکبه شکده،  

  محکاسکککبکه گردیکد.   nm  ۶2/۶و    nm  02/4بکا  

  HSAشککککد،  گفتکه    ترپیش  طور ککههمکان

  𝑟اسکککت و    پتوفکانیتر  مکانکدهیبکاق   ک یک   یدارا

 نیبمیانگین    فاصکلهمحاسکبه شکده در واقع  

 بکا  اسکککت.  -214Trp  و  ایرینوتککان  یدارو

 nmدسکت آمده کمتر از هب rکه  این به توجه

 oR  5/1                    در بازهاسکککت و  7

< r < oR5/0 میان  ، انتقال انرژی باشککدمی

بکا احتمکال بکالا صکککورت  دهنکده و گیرنکده  

  میان  یانتقال انرژ با توجه به  .گرفته اسککت

HSA  شککککدت    ایکریکنکوتککککان،  و کککاهکش 

پیوند شککدن در اثر   نیپروتئفلوئورسککانس 

 شککوندگیخاموش    سککمیمکان  قیاز طر  دارو

.شودمیتایید   پایا نیز
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لکول پذیرنده )ایرینوتکان(.وطیف جذبی م  (B)( وHSAدهنده ) لکولوم یطیف نشر (A) . نمودار همپوشانی ۶شکل

 ها نشانگررقابتی  های آزمایش

HSA    وه  میندُاز سکککه( مولوگI  ،II    وIII )

از دو نیز   میندُشککده اسککت. هر   لیتشککک

شکککده اسکککت   لیک تشکککک  Bو    A  مینزیردُ

(Bertucci et al., 1995)  .HSA  تعکداد   یدارا

  ی گکانکدهکا یل  یبرا  پیونکدیجکایگکاه    یمحکدود

و  درون مکتککابکولک زا  بکرونزا  هککا،  تیکک مککانکنککد 

  ن یچرب و همچن  یدهکایک اسککک   ،هکاهورمون

 این  .(Ghuman et al., 2005)داروها اسکککت 

 پیونکدی  جکایگکاهدو    یحکامکل دارا  نیپروتئ

  های جایگاهنام بهکه  اصکلی برای داروهاسکت  

Sudlow I   وSudlow II شککوند می  شککناخته

 IIIAو    IIA  هکایمینزیردُبکا    بیک ترتبکهککه  

  بکه لیگکانکدهکای   I  جکایگکاه  مطکابقکت دارنکد.

پیوند ی  بار منف   یو دارا  میحج  کلیهتروسکک 

 لیمدارای   II  جایگاهکه  ی، در حالشککودمی

  کیک لیکربوکسککک   یدهکایک اسککک   یبرا  یبیترک

 ,.Rahman et al) اسکککتکوچک    آروماتیک 

داروی    .(2023 وارفککار  بکوپکروفکنیک ادو    ن یک و 

  یبرا   جایگاه  یعنوان نشکککانگرهابه بیترتبه

 Sudlow's site Iو    Sudlow's site II  جکایگکاه

 ,.Trynda-Lemiesz et al) اندشکناخته شکده

2000 & Humphrey et al., 1996).  منظور هب
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 بر روی  ایرینوتککانپیونکدی  جکایگکاه    نییتع

HSAآزمکا   ی رقکابت   ییجکاهجکابک   یهکاشی، 

 بوپروفنیو ا  نینشککانگر با اسککتفاده از وارفار

،  HSAغلظت  ها،  آزمایشدر این   .شککدانجام  

HSA  و    بوپروفنی+ اHSA  ثکابکت    نی+ وارفکار

 رییتغ  ایرینوتکاننگه داشککته شککد و غلظت  

ثبکت   نیپروتئ  ذاتی  فلوئورسکککانس  و  یکافکت

عرض از ( از  bK)  پیوندیثابت   ریمقاد شکککد.

بککرابککر  در    )]F)/F-oFlog[نککمککودار    مککبککدا

log[irinotecan]  (7)شککککل   دسکککت آمدبه. 

  HSA"و    "HSA"  میزان خاموش شککوندگی

ککاملا    "جکایگکاهدر حضکککور هر دو نشکککانگر  

 یها(، ثابت7معادله )  پایه بر. متفاوت اسکت

 یو حضکککور نشکککانگرهکا  ابیک در غپیونکدی  

نشککان   4جدول در  دسککت آمد که  به  جایگاه

  دسکت آمده نشکان بهنتایج   .داده شکده اسکت

تکاثیر کمی بر روی ایبوپروفن  ککه    دهنکدمی

  ، آلبومین داردایرینوتککان بکه  پیونکدی  ثکابکت  

در حضور وارفارین  پیوندی  که ثابت  حالیدر  

در   I  جکایگکاه .یکافتکه اسکککت  ککاهش  آشکککککارا

و    مکیکنزیکردُ قکرار    IIA  پککذیکرانکعکطککافبکزرگ 

پیوندی    جایگکاه  یادیک تعکداد ز  یداراکه   دارد

 Humphrey et)اسکککت    هکاگکانکدیل  برایتکی  

al., 1996)  .این عنوان بکهایرینوتککان  رو،  از 

  ی راحتبکهبزرگ    یاحلقکهچنکد    یدارویکک  

 .ردیگ  یجا IIA  میندُریدر زتواند یم
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در حضور    (○)وارفارین  -HSA و    () ایبوپروفن  - HSA    (،)HSA. پروفایل خاموش شوندگی7شکل  

 ایرینوتکان. های مختلف  غلظت 

 

 نشانگرها و ایرینوتکان. میان رقابتی  هایآزمایشدر های پیوندی ثابت. 4جدول

 )1−(M 3−×10bK 2R 

HSA + 53/12 )در غیاب نشاگر ها(  ایرینوتکان  ± ۶4/0  92/0  

HSA + 57/10 ایبوپروفن  + ایرینوتکان  ± 11/1  97/0  

HSA + 25/4 وارفارین  + ایرینوتکان  ± 43/1  95/0  

 

 داکینگ مولکولی

ماکرومولکولی   انسانی  سرم  آلبومین 

  اسید آمینه و   585مونومری و قلبی شکل با  

  % ۶7که    است  دالتون  لویک  ۶7  یوزن مولکول

و فاقد صفحات    ست صورت مارپیچ آلفاآن به

پروتئین  باشدمی  بتا این  ساختار  در   .17  

پیوند دی سولفید و یک سیستئین آزاد در  

دارد   34موقعیت    ,.Artali et al)  وجود 

  پروتئین   تریپتوفان   اسید آمینه تنها    .(2005

(214-Trpُزیرد در  دارد    IIAمین  (  قرار 

 به  .(Hongwei et al., 2006)(  8)شکل  

تا درگیر  روین  دیی منظور  جایگاه  و  های 

داک ایرینوتکانپیوندی   از    ی مولکول   نگ ی، 

استفاده  کنش  میاناین    یساز هیشب  یبرا

0

0/2

0/4

0/6

0/8

1

1/2

0 50 100 150

F
/F

0

Irinotecan (μM)



 86 -51، صص 15، شماره 8زیست فناوری گیاهان دارویی، دانشگاه زنجان، دوره                                      74

 

 

داکینگ کمپلکس دارو و پروتئین    نتایج  شد.

  9 در شکل  PyMOLبا استفاده از نرم افراز  

ساختار نمایش    .نمایش داده شده است )بالا( 

داده شده از لحاظ انرژی پایدارترین ساختار  

داشت مییافته  .را  نشان   که  دهند  ها 

که    I   Sudlowجایگاه درون  در    ایرینوتکان

قرار گرفته    باشدمیآلفا    چی شش مارپدارای  

  Trp-214  که  دهدنشان می شکلاین    است.

  )تنها فلوئور موجود در پروتئین( در جایگاه 

I    جایگاه  که   ایرینوتکان پیوندی  نزدیک 

است.  ،است گرفته  آمینه اسید  قرار    های 

در    یاصل هستند  کنش  میانکه  در  درگیر 

بزرگبه)پایین(    9شکل   نشان  شده  صورت 

 LigPlot  نرم افزار  شکل با  نی. ااندداده شده

v.1.4 (http://www.ebi.ac.uk)   تهیه  

  آروماتیک  هایحلقهکه    دهدمی  و نشان  هشد

باقایرینوتکان   مجاورت    ی هاماندهیدر 

- 103  و   Tyr  ،203-Leu-148،  زیگرآب

Leu  ُمین  در زیردIIA  .همچنین    قرار دارند

  ماندهیباق   نی چندموقعیت    ،شکلاین  در  

،  Lys  ،4۶۶-Lys-2۶۶  مانند   ی و قطب   یونی

10۶-Lys،  107-Asp ،  247 -His  ،105-

His  104  و-Gln  نمایش    گاندی ل   یک یدر نزد

  قیاز طرها  کنشمیان  ن یا  داده شده است.

  ( کیالکترواستات)  ی هیدروژنی وندهایپایجاد  

.  دنشومیایرینوتکان    مولکول پایداری    باعث

پیشنهاد    ی مولکول  داکینگهای  یافته

  و دارو  HSAکنش میان  میانکه  کنند  می

طریق   و    یدروژنی ه  یوندهایپاز 

با    که   دهد روی میگریز  های آبکنشمیان

  های جایگاه( )نشانگر  ییجاهجاب  یهاشیآزما

ترمودینامیکی که نیروهای    تجزیه و تحلیل و  

پیشنهاد میپیوند شدن  در  درگیر     ، دهدرا 

. داردسازگاری خوبی به
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 .IIA ن یممانده تریپتوفان آن در زیردُ. ساختار آلبومین انسانی همراه با باقی8شکل 
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  HSA.ایرینوتکان در  پیوندی جایگاه و  Trp-214 ، موقعیت تنها تریپتوفانHSAساختار کریستالی  )بالا(. 9شکل 

( از بانک  1BM0رنگ آبی نشان داده شده است. ساختار کریستالی پروتئین )بهرنگ قرمز و تریپتوفان بهساختار ایرینوتکان  

با    HSAپروتئین  در ایرینوتکان های آمینه مجاور شماتیک اسیدنمایش )پایین(   اطلاعات پروتئین گرفته شده است.

 .LigPlotاستفاده از نرم افزار 

 

 گیرینتیجا

پروتئینِپیوندی  مطالعات   به    داروها 

اهمیت   پژوهشی    HSAحایز  زمینه 

به توجهی  میجالب  در  شمار  رود. 

با   را  رویکردی  ما  حاضر،  پژوهش 

برای تکنیک   کارگیری به گوناگون  های 

میان  کنش  میان  سرشت شناسایی  

و   آورده  HSAایرینوتکان  ایم.  فراهم 

های فلوئورسانس آشکار ساخت که  داده

فلوئورسانس   شدن    HSAخاموش 

توسط ایرینوتکان از طریق مکانیسم پایا  

  گریزآبهای  کنشدهد و میانروی می

عمده   نیروهای  هیدروژنی  پیوندهای  و 

باشند. همچنین  می  HSAدارو به  پیوند  

به  داده  نای دارو  که  دادند  نشان  ها 

- 214)  نزدیکی تنها تریپتوفان پروتئین 

Trp )    حفره در    پیوندیدر  واقع 

شود. این یافته  میپیوند    IIAمین  زیردُ

رقابتی و    پیوندیهای  سپس با آزمایش

تایید   نتایج داکینگ مولکولی مورد  نیز 

گرفت.   بازه    در  CDهای  طیفقرار 

که  دور  فرابنفش   ساخت  پیوند  آشکار 

تغییرات    بدونایرینوتکان    شدن ایجاد 

پروتئین،   دوم  ساختار  در  محسوسی 

مارپیچ  افزایش در محتوای  باعث اندکی  

با    شودیم   HSA  آلفای  همراه  که 

استحکام ساختار سوم آن است. بر پایه  

فلوئورسانس،   انرژی  انتقال  پدیده 

فاصله   و    میانمیانگین    Trp-214دارو 

نانومتر   ۶/ ۶2پروتئین  - در کمپلکس دارو

داروهای    پیوند شدن  خاطر شد. به  برآورد

به   یک  )به  HSAگوناگون  عنوان 

به حامل(  شیمی  مولکول  در  ویژه 

شناسایی   کنش  میان  سرشتدرمانی، 

و    میان تعیین    HSAایرینوتکان  و 
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دارو در ساختار پروتئین    پیوندی جایگاه  

 باشد. دارای اهمیت بسیاری می

 سپاسگزاری

  دانشگاه  ی پژوهش  یشورا  از   سندگان ینو

 پژوهش  ن یا  از  یمال   ت یحما  ی برا  یراز

از خانم    ن ی. ما همچنندینمایم  یقدردان

سه دکتر    ان ی کاشان  لا یدکتر  خانم  و 

در    ی کیتکن   کمک   یبرا  ردوشیخ  مه یفه

 یسپاسگزار  CD  ی هاشیآزما

 . میی نمایم
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