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 پژوهشی مقاله

روزه ريتأث يبررس و يانسان II درازيان کيکربن ميآنز شدن کهيگلا نديفرآ یمطالعه

  سنجي طيف هایروش از استفادهبا ،ميآنز تيفعال بر یدار
 1خطيبي علي ،1قريب راضيه

 

 

 دهيچک
 

 تغييرات ايجاد به منجر فرآيند اين که است هاپروتئين آمين هايگروه با قندها کربونيل گروه بين غيرآنزيمي اتصال شدن، گلايکه مقدمه:

 (Advanced glycation end-product ,AGEs) پيشرفته شدن گلايکه فرآيند نهايي محصولات گردد.مي هاپروتئين در عملکردي و ساختاري

 ايجاد يديابت بيماران براي را زيادي عوارض و دارد تخريبي بسيار طبيعتي و اکسيدکننده شدتبه ماهيتي که است فرآيند اين در مرحله آخرين

 کند.مي

 II درازيان کيکربن ميآنز شدن کهيگلا نديفرا بر يدارروزه ريتأث يعبارت به اي راتيبوت يدروکسيه -بتا -3 اثر قيتحق نيا در :هاروش

 -فرابنفش يسنج فيط مختلف يهاروش از استفاده با (4/7 معادل pH و گراديسانت يدرجه 37 ي)دما يکيولوژيزيف طيشرا در يانسان

 کيکربن ميآنز مختلف يهانمونه منظورنيبد گرفت. قرار يبررس مورد (CD) يچرخش يينما رنگ دو و فلوئورسانس (،UV-Vis) يمرئ

 يدروکسيه -بتا -3 حضور در ميآنز تنها، گلوکز حضور در ميآنز رات(،يبوت يدروکسيه -بتا -3 و گلوکز )بدون کنترل يانسان II درازيان

 د.يگرد ماريت روز 35 مدتبه راتيبوت يدروکسيه بتا -3 و گلوکز حضور در ميآنز و تنها راتيبوت

 عنوانبه ابد،ييم شيافزا بدن در اديز اريبس مقدار به يدارروزه زمان در که رات،يبوت يدروکسيه -بتا -3 که دهديم نشان جينتا ها:یافته

مي جلوگيري AGEs تشکيل از و گرددمي آنزيم به قند اتصال عوارض کاهش به منجر و کرده عمل شدن کهيگلا نديفرا يمهارکننده

 شود.مي آنزيم سينتيکي فعاليت تغيير مانع و کند

 رايندف يمهارکننده يک نعنوابه راتيبوت يدروکسيه -بتا -3 توليد ميزان در چشمگير افزايش با تواندمي داريروزه گيری:نتيجه

 .کند ايفا ديابت جمله از هابيماري از بسياري عوارض رفع و بدن سلامت حفظ در را مهمي نقش گلايکيشن،

 

دارروزه شن،يکيگلا رات،يبوت يدروکسيه -بتا-3 گلوکز، ،يانسان  IIدرازيان کيکربن :کليدی واژگان
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 ...انسانی II فرآيند گلايکه شدن آنزيم کربنيک انيدراز یمطالعه: خطيبی و همکارش

 مقدمه
 (CAs, EC 4. 2. 1. 1) (ازهايدروليه )کربنات درازهايان کيکربن

 اريبس اما ساده، کيولوژيزيف واکنش که هستند ييهاميتالوآنزم

 را تونپرو و کربناتيب به کربن دياکس يد ونيدراسيه يضرور

 زوفرميا 16 تاکنون، .[1-3] کننديم زيکاتال ريپذبرگشت طوربه

 CA ميزوآنزيا .[7] است شده ييشناسا انسان در درازيان کيکربن

II، و دينواسيآم 295 با يارهيزنج تک يتوزوليس زوفرميا کي 

 بدن مختلف يهاسلول و [8] است دالتون لويک 29 يبيتقر وزن

 هانيپروتئ شدن کهيگلا .[9] هستند ميزوآنزيا نيا انيب به قادر

 و سـاختار کـه اسـت شـده ـزييربرنامـه ريغ و عيوس ندييفرا

 نيا کند.يم بيتخر را سلول آن دنبالبه و نيعملکـردپروتئ

 هايمارييب ها،بافت در گسترده هاييدگرگون جاديا با نديفرا

 اخـتلالات تـوس،يمل ابـتيد ماننـد ايبرنـده ـليتحل و زابيآس

 هايينابسامان ،ينفروپات ،يينايب اختلالات قلـب، ي عملکـرد

 شوديمـ باعـث را هنگام زود رييپ و نيشرائ تصلب و يعروق

 Milard واکنش کاشفش افتخار به که شدن کهيگلا نديفرا .[11]

 ريغ و ناهمگن يدهيچيپ هـايواکنش از ايمجموعه شد، دهينام

 ـاياح )قندهاي ليکربون هايگروه داراي باتيترک نيب ياختصاص

 آنها( يليونکرب ومشتقات وزيتر فروکتوز، گلوکز، ايمانند يکننـده

 هاستنيپروتئ يجـانب هـايرهيزنج در آزاد نيآم هايگروه با

 باز فيش نوع از ونديپ ريپذبرگشت ليتشک با واکنش نيا .[12]

(Schiff base) نيآم گروه و قند کتون اي ديآلده گروه انيم 

 صورتبه باز فيش ونديپ سپس شود.يم آغاز نيپروتئ رهيزنج

 محصولات و شده يآمادور ينوآرائ متحمل ريناپذ برگشت

 يد -3 و اکسال يگل ليمت اکسال، يگل جمله از يدار ليکربون

 به نسبت مزبور مشتقات که شوديم ليتشک گلوسون ياکس

 تاتصالا يبرقرار جهينت در رترند.يپذواکنش خود، هياول يقندها

 از يمتنوع يمجموعه متعاقباً ،ينيپروتئ ينواح با متقاطع

يم ديتول مشتقات نيا از AGE شدن کهيگلا يينها محصولات

افتب در شدن کهيگلا نديفرآ يينها محصولات تجمع .[12] شود

 ،مزمن ابتيد شرفتيپ سرعت بردن بالا باعث مختلف يها

 روزه مهم ديفوا از .[10، 13، 14] دشويم نسونيپارک و مريآلزا

 يهايماريب از يريجلوگ بدن، يپاکساز و سموم دفع به توانيم

 و مريآلزا جمله از مزمن يهايماريب به ابتلا خطر کاهش و يقلب

 يآکادم گزارشات براساس ن،يبرا علاوه .[16] کرد اشاره ابتيد

 رابرب در مقاومت توانديم روزه کايآمر يمتحده الاتيا علوم يمل

 در و دهد کاهش را آن از يناش عوارض و شيافزا را استرس

 نيترمهم از يکي .[15] گردد عمر طول شيافزا باعث جهينت

 در مهم رييتغ کي عنوانبه يدار روزه يکيمتابول يهايژگيو

 و ياتوفاژ ،زيپوليل يسلول يهاپروسه و يکيمتابول يرهايمس

 يدوره طول در و خون دراتيکربوه افت با .[17] است کتوژنز

 سپس و رسديم مصرف به بدن کوژنيگل ريذخا ابتدا يدارروزه

 زانيم يوقت و شوديم آغاز چرب يدهاياس ونيداسياکس بتا نديفرآ

 باشد، تهنداش وجود زين اگزالواستات و باشد نييپا اريبس گلوکز

 به نجرم چرب يدهاياس ونيداسياکس بتا و نشده انجام زيکوليگل

کتون نسبت ف،يتعر براساس .[18] گردديم هاباد کتون سنتز

 فتهگ استواستات به راتيبوت يدروکسيه بتا -3 نسبت به اهيباد

 به و است 1:1 بدن يعيطب و نرمال طيشرا در نسبت نيا شود.يم

 داري )روزه ابدييم رييتغ 1:10 به نسبت نيا يدارروزه هنگام

 .[19] شود(مي بوتيرات هيدروکسي بتا ميزان افزايش به منجر

 جاديا با توانديم راتيبوت يدروکسيبتاه -3 در ليکربون گروه

 ،اهنيپروتئ در نيزيل نيآم گروه با ،يلينوکلئوف يحمله کي

 غيرطبيعي هايتجمع از بسياري امروزه .[20، 21] دهد واکنش

 و ديابت نظير هاازبيماري بسياري با مرتبط بيوشيميايي و زيستي

 تنگ ها،مفصل و هارگ شدن سفت مثل پيري از ناشي عوارض

 به را پارکينسون و آلزايمر چشم، مرواريد آب ها،رگ شدن

 از حاصل محصولات .دهندمي نسبت هاپروتئين شدن گلايکه

 گلايکو و آمادوري باز، شيف محصولات مانند فرآيند اين

 عتيطبي و اکسيدکننده شدت به ماهيتي همگي AGE هايتوکسين

 ار پاتومورفولوژيکي تغييرات توانندمي که دارند تخريبي بسيار

 انساني II انيدراز کربنيک آنزيم ويژههب مختلف هايپروتئين در

 ملعا نياول درازينا کيکربن .کنند ايجاد خاص هدف يک عنوانبه

 رد درازيان کيکربن که يتياهم ليدلبه است، يکبد گلوکونئوژنز

 هاانسان ترمهم همه از و موجودات در ندهايفرا از ياريبس انجام

 جاديا به ميآنز نيا عملکرد اي ساختار در نقص دارد، عهده بر

 ابت،يد استخوان، يپوک گلوکوم، مانند هايناهنجار يسر کي

 کيکربن ميآنز کنترل رونيا از شد، خواهد منجر يچاق سرطان،
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  (5 )شماره 21 دوره ؛1400. آذر و دی  ايران متابوليسم و ديابت مجله

 

 درمان در ييسزاهب ريثأت است ممکن طيشرا نيا در درازيان

 باشد. داشته يکيمتابول يهايناهنجار

 

 هاروش
 ونيانکوباس و صيتخل

 منين روش به مرحله 3 يط در يانسان  IIدرازيان کيکربن ميآنز

 با صيتخل يجهينت و [22] شد صيتخل خون قرمز يهاگلبول از

 غلظت و ديگرد دييأت يونيآن ضيتعو يتوگرافکروما از استفاده

 ونيانکوباس .[23] شد نييتع لامبرت -ريب قانون با ميآنز يينها

 کرومولاريم 20 يهاغلظت با يانسان II درازيان کيکربن ميآنز

 بتا -3 ابيغ و حضور در مولار، يليم 40 گلوکز و ميآنز

 بافر در تريليليم بر گرميليم 1 غلظت با راتيبوت يدروکسيه

 در و مولاريليم 50 (Na2HPO4/NaH2PO4)ميسد فسفات

يسانت يدرجه 37 يدما ک،ي)تار يکيولوژيزيف و لياستر طيشرا

 يتريليليم 5/1 دار درپوش يهااليو در (4/7 معادل pH و گراد

 گرفت. انجام روز 35 مدتبه

 

  میآنز یکينتيس تيفعال یبررس

 يانسان II درازيان کيکربن ميآنز توسط که ييهاواکنش از يکي

 سوبسترا عنوانبه استات ليتروفنيپاران از استفاده شود،يم زيکاتال

 است. استات و تروفنوليپاران محصول دو به آن ليتبد و

 جذب نانومتر 400 در که است رنگ زرد يمحصول تروفنوليپاران

 يگذارهيپا استون و پوکر توسط تيفعال سنجش روش نيا دارد.

 سرعت يمحاسبه منظوربه شيآزما نيا در .[24] است شده

 ميآنز تريليليم بر گرميليم 05/0 غلظت از ميآنز ياستراز واکنش

 6 تا 2 استات ليتروفنيپاران يسوبسترا مختلف يهاغلظت و

 با سل در و مولاريليم 50 ميسد فسفات بافر در مولاريليم

 ومتراسپکتروفت دستگاه کينتيک مد از و متريسانت 1 ضخامت

 .شد استفاده فرابنفش -يمرئ

 

 فلوئورسانس یهایريگاندازه

 II درازيان کيکربن ميآنز فلوئورسانس يهايريگاندازه جهت

 نيا يهيکل شد. استفاده Carry 100 Bio دستگاه از يانسان

يليم 50 ميسد فسفات بافر در و C° 25 يدما در شاتيآزما

 يهاشکاف يپهنا و است. شده انجام 4/7 برابر pH با مولار

 شدند. انتخاب نانومتر 10 و 5 بيترتبه دستگاه نشر و جييته

 

 یذات فلوئورسانس یريگاندازه

 انکوبه يهاميآنز فلوئورسانس راتييتغ يريگاندازه انجام جهت

 جييته موج طول از و Carry 100 Bio دستگاه از تازه ميآنز و

 اجتناب و پتوفانيتر يهاماندهيباق يختگيبرانگ يبرا نانومتر 280

 ينشر فيط ثبت و [25] نيروزيت يهامانديباق يختگيبرانگ از

 وردم ميآنز غلظت شد. استفاده نانومتر 600 تا 300 يمحدوده در

 يپهنا و بود تريليليم بر گرميليم 05/0 شيآزما نيا در استفاده

 شدند. انتخاب نانومتر 10 و 5 بيترتبه نشر و جييته شکاف

 

 AGE فلوئورسانس یريگاندازه

وجم طول در شده کهيگلا محصولات فلوئورسانس يريگاندازه

 Carry 100 دستگاه از استفاده با نانومتر 380 و 375 ،322 يها

Bio ليتشک يبرا هاموج طول نيا گرفت. صورت AGE .هستند 

 بافر در ميآنز تريليليم بر گرميليم 05/0 غلظت با هانمونه تمام

 شدند. هيته pH ، 4/7 با مولاريليم 50 ميسد فسفات

 

 (ANS) یخارج فلوئورسانس یريگاندازه

 از يميآنز يهانمونه يخارج فلوئورسانس يريگاندازه يبرا

 10 غلظت با ANS استوک شد. استفاده Carry 100 Bio دستگاه

 4/7 برابر pH با مولاريليم 50 ميسد فسفات بافر در مولاريليم

 يخارج نشر يبرس يبرا گراديسانت يدرجه 25 يدما در و

 ANS فلوئورسانس يبرا کيتحر موج طول شد. استفاده نيپروتئ

 600 تا 400 از ينشر يهافيط و شد ميتنظ نانومتر 380 در

 و 5 در بيترتبه نشر و جييته شکاف يپهنا و شد ثبت نانومتر

 شد. ميتنظ نانومتر 10
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 ...انسانی II فرآيند گلايکه شدن آنزيم کربنيک انيدراز یمطالعه: خطيبی و همکارش

 1همزمان فلوئورسانس یسنج فيط

 تيقطب رييتغ يبررس منظوربه زمانهم فلوئورسانس يسنج فيط

 يهانمونه در پتوفانيتر و نيروزيتا يدوهايرز اطراف طيمح

 ميآنز تريليليم بر گرميليم 05/0 يينها غلظت با يميآنز مختلف

 يدما در و pH ، 4/7 با مولار يليم 50 ميسد فسفات بافر در

 دلتا رد ينشر فيط راتييتغ منظور، نيا يبرا گرفت. انجام اتاق

 فيط و گرفت قرار استفاده مورد نانومتر 60 و 15 يلامبداها

 شد. ثبت نانومتر 600 تا 220 يبازه در ينشر
 

 (CD)2 یدوران یینما رنگ دو یمطالعه

 بر گرميليم 0.4 غلظت با ميآنز دوم ساختار راتييتغ يمطالعه

 ميسد فسفات بافر مولار يليم 50 ميسد فسفات بافر در تريليليم

-J دستگاه از استفاده با far-UV يمحدوده در 4/7 معادل pH و

 گراديسانت يدرجه 25 يدما در متريسانت 1/0 نور ريمس طول با 810

 به ريز يمطالعه کاربرد با CD از آمده دستهب جينتا شد. انجام

 شد. ليتبد (mol2degcm-1) برحسب λ[θ]مولار وار يضيب

[θ]
λ
=
[θ]

λ
M0

10CL
 

[θ] در که
λ

 مدنظر موج طول کي در شده مشاهده يوار يضيب 

 برحسب دينواسيآم هر وزن متوسط milidegree)،) 0M برحسب

 نور عبور ريمس L و mg/ml حسب بر نيپروتئ غلظت C دالتون،

 با يبررس نيا از آمده دستهب جينتا ليتحل است. cm برحسب

 تيسا در موجود Cdnn افزارنرم
http://bioinformatik.biochemtech.uni-halle.de/cdnn 

 .رفتيپذ صورت

 

 ها یافته
   ندیفرا یفيک و یکم یابیارز و میآنز صيتخل

 ونست از استفاده با ،شد گفته طورهمان يانسان II درازيان کيکربن

 تيتروسيار از سفارز -DEAE يونيآن ضيتعو يکروماتوگراف

 ناخالص يهانمونه SDS-PAGE جينتا که شد خالص يانسان

 شکل رد يکروماتوگراف ستون از بعد شده خالص و ستون از قبل

 نشان وضوح به شکل نيا است. شده گذاشته شينما به 1

  .است ميآنز خلوص يبالا درصد يدهنده

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 یونيآن ضيتعو یکروماتوگراف ستون لهيوسبه یانسان II درازيان کيکربن ميآنز شده خالص هاینمونه SDS-PAGE -1 شکل

DEAE- تک شوديم مشاهده ريتصو در که طورهمان .ستون از بعد خالص ينمونه از متفاوت غلظت سه :4 و 3 ،2 ستون، از قبل ناخالص ينمونه :1 .سفارز 

 است نمونه خلوص يدهنده نشان :4 و 3 ،2 هاينهنموSDS-PAGE الکتروفورگرام بودن باند

 

 یمیآنز تيفعال سنجش

 شنيکيگلا نديفرآ اثر يرو بر گرفته انجام گزارشات به توجه با

 تيعالف سرعت دراز،يان کيکربن ميآنز يکينتيس تيفعال بر

غلظت حضور در گراديسانت يدرجه 25 يدما در ميآنز ياستراز

                    
1 Synchronous fluorescence spectroscopy 

اندازه مولار( يليم 6-2) p-NPA يسوبسترا از مختلف يها

عادلهم و برک–ورينويلا نمودار از استفاده با سپس و شد يريگ

 محاسبه يميآنز مختلف يهانمونه ياستراز تيفعال آن خط ي

 خط S/1 مقابل در V/01 راتييتغ رسم از نمودار نيا در شد.

2 Circular Dichroism  
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 بيش و max/V1 آن مبدا از عرض که ديآيم دستهب يراست

 يجالب جينتا ما يهايبررس کند.يم مشخص را max/VmK نمودار

 نشان شده کهيگلا يانسان 2 درازيان کيکربن ميآنز تيفعال از را

 شده کهيگلا ميآنز تيفعال سرعت (.1 )جدول دهديم

(HCA+Glc) تازه ميآنز به نسبت ام21 روز در (HCA 0D) و 

 و است داشته يريچشمگ شيافزا (،HCA 21D) کنترل ميآنز

 دهديم نشان هانمونه گريد به نسبت را يمعنادار تفاوت

(P<0,001). يهانمونه نيب که است يدرحال نياHCA 21D, 

HCA+BHB  و HCA+Glc+BHB مشاهده يمعنادار تفاوت 

 به نسبت هانمونه نيا تيفعال سرعت و (<005/0P) است نشده

 سرعت است. افتهي کاهش شده کهيگلا ميآنز و تازه ميآنز

 AGEsکه يزمان يعني ام،35 روز در شده کهيگلا ميآنز تيفعال

 و افتهي کاهش گريد يهانمونه تمام به نسبت شوديم ليتشک

يم نشان mK مورد در ما جينتا نيهمچن است. صفر برابر باًيتقر

 به نسبت شده کهيگلا ميآنز در mK مقدار که (1 )جدول دهد

 افتهي شيافزا آن مقدار و دارد يمعنادار تفاوت گريد يهانمونه

 يدهنده نشانmK  مقدار افزايش اين که (>001/0P) است

 دليلهب تواندمي که است سوبسترا به گلايکه آنزيم تمايل کاهش

 که يدرحال نيا باشد. آنزيم فعال جايگاه ساختار رفتن بين از

 يمعنادار تفاوت هم به نسبت گريد يهانمونه نيب در mK مقدار

 (.<9/0P) دهدينم نشان را

 
 يافته تغيير و (35D HCA) کنترل ، (0D HCA) تازه ینمونه در انسانی II انيدراز کربنيک آنزيم maxV و mK ريمقاد -1 جدول

(HCA+Glc، HCA+Glc+BHB و HCA+BHB) 

 HCA 0 D (native) 
HCA 21 D 

(control) 
HCA + BHB 21 D HCA + Glc 21 D 

HCA +Glc + BHB 

21 D 

maxV 6/1 ± 4/0  2/0 ± 0/0 6/0 ± 1/0 6/3 ± 9/0 6/0 ± 0/0 

mK 5/5 ± 5/2 9/4 ± 1/2 0/5 ± 3/1 7/24 ± 4/6 6/4 ± 3/0 

 .دانشده بيان استاندارد انحراف ±ميانگين شکل به اعداد

 HCA II مختلف یهانمونه یذات فلوئورسانس به مربوط جینتا

 کنترل (،HCA 0D) تازه ينمونه يذات فلوئورسانس فيط

(HCA 35D) و HCA با Glc، BHB، Glc+BHB 2 کلش در 

 290 جييته موج طول شاتيآزما يهمه در است. شده داده نشان

 تفاوت ،يذات نشر قيطر از HCA سوم ساختار جينتا بود. نانومتر

 در HCA+Glc 35D ينمونه نشر شدت نيب را يداريمعن

 که دهديم نشان جينتا .دهديم نشان گريد يهانمونه با سهيمقا

 بعد (HCA+Glc) گلوکز با شده ماريت يميآنز ينمونه يذات نشر

 دارد. هانمونهي همه انيم در را نشر کاهش نيشتريب  روز 35 از

 بيترتبه هانمونه يمابق فلوئورسانس نشر فيط

HCA+Glc+BHB، HCA+BHB، کنترل HCA و HCA در تازه 

 نشر فيط در نيهمچن داشت. قرار HCA+Glc يبالا

 گلوکز با همراه درازيان کيکربن ميآنزي نمونه فلوئورسانس

(HCA+Glc) کي گريد يهانمونه با اسيق در red shift مشاهده 

 Glc که است آن انگريب red shift و نشر کاهش نيشتريب شد.

 پتوفانيتر يهانهيدآمياس اطراف طيمح يآشفتگ در را اثر نيشتريب

  Glc يعني دارد. برعهده محلول تيقطب در رييتغ جاديا ليدلبه

 رقرا معرض در جهينت در و ميآنز سوم ساختار شدن باز باعث

 رنش يخاموش تاًينها و حلال در پتوفانيتر يهانهيآم دياس گرفتن

 تارساخ رفتن دست از يمعنا به دهيپد نيا رخداد است. شده آنها

 دستهب جينتا نيهمچن است. HCA ساختار يواسرشتگ و سوم

 يرو بر Glc اثر BHB که دهديم نشان شيآزما نيا در آمده

HCA ساختار جهينت در و داده کاهش را HCA 

(HCA+Glc+BHB) با سهيمقا در نشر شدت و شده باز کمتر 

  ابد.ييم کاهش کمتر HCA+Glc نمونه
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 یذات فلوئورسانس شدت راتييتغ -2شکل

 ميآنز (HCA+BHB 35D و HCA+Glc 35D, HCA+Glc+BHB 35D) افتهي شکل رييتغ و (HCA 35D) کنترل ،(HCA 0D) تازه هاينمونه در
 4/7 برابر PH و مولاريليم 50 ميسد فسفات بافر در و گراديسانت يدرجه 37 در روزه 35 ماريت از پس يانسان 2 درازيان کيکربن

 

 هکیگلا یینها محصولات فلوئورسانس به مربوط جینتا

(AGEs) مختلف یهانمونه در HCA II 

 (HCA 35D) کنترل HCA ينمونه فلوئورسانس فيط 3شکل

و  HCA+BHB, HCA+BHB+Glc) افتهي رييتغ HCA و

HCA+Glc) يدرجه 37 يدما در انکوبه روز 35 از پس را 

 380 و 375 ،365 ،322 کيتحر يهاموج طول با را گراديسانت

 دهد.يم نشان نانومتر 600 تا 300 بازه در فيط ثبت و نانومتر

 دهش شناخته محصولات يابيرد يبرا مذکور يها موج طول تمام

AGE همان .[26-29] بودند شده استفاده نيشيپ قاتيتحق در

 انکوبه HCA فلوئورسانس نشر شوديم دهيد شکل در که طور

 گريد يهانمونه با سهيمقا در يريچشمگ شيافزا گلوکز با شده

 (،27-30) گذشته قاتيتحق براساس که است ذکر انيشا دارد.

 محصولات يبرخ به بيترتبه 380 و 365 ،322 يهاموج طول

 (،Argpyrimidine) نيديميريپيآرژ ،AGE شده شناخته

 مربوط (Crossline) نيل کراس و (Vesperlisine) نيزيوسپرل

است

. 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 
 AGEs فلوئورسانس نشر فيط -3شکل

HCA 0D، HCA 35D و HCAشده ماريت يها (HCA+Glc، HCA+Glc+BHB) وHCA+BHB)) يکيتحر موج طول در nm 322، 365، 375 ماريت از پس 380 و 

.دهديم نشان را فلوئورسانس نشر شدت شيافزا بيترت ،فلش .4/7 برابر PH و mM 50 ميسد فسفات بافر با روزه 35
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 روبپ حضور در فلوئورسانس یسنج فيط به مربوط جینتا

ANS 3مختلف یهانمونه در II HCA 

 کنترل HCA (،HCA 0D) تازه HCA يخارج نشر 4 شکل

(HCA 35D) و HCA افتهي رييتغ(HCA+BHB 35D, 

HCA+Glc+BHB 35D, HCA+Glc) پروب حضور در را 

ANS در ينشر فيط ثبت و نانومتر 380 يکيتحر موج طول و 

  دهد.يم نشان را نانومتر 600 تا 400 يمحدوده

 

 

 

 

 

 

 

 
  HCA-ANS کمپلکس فلوئورسانس نشر -4 شکل

 nm 380 يکيتحر موج طول در (HCA+BHB و HCA+Glc، HCA+Glc+BHB) شده ماريت يهاHCA و HCA 0D، HCA 35D هاينمونه در
 4/7 برابر PH و mM 50 ميسد فسفات بافر و ادسانتيگر يدرجه 37 يدما در روزه 35 ماريت از پس

 

 نيشتريب يدارا گلوکز با شده ماريت HCA دهديم نشان ما جينتا

 يميآنز يهانمونه نشر و است يخارج فلوئورسانس نشر

HCA+Glc+BHB،HCA+BHB، HCA 35D و HCA 0D به

 است آن از يحاک رفتار، نيا رد.يگيم قرار آن نييپا در بيترت

 ميآنز سوم ساختار شدن باز به منجر HCA با گلوکز اتصال که

 رارق حلال معرض در شتريب آن زيآبگر ينواح جهينت در و شده

 ز،يآبگر ينواح نيا به ANS پروب اتصال با نيبنابرا رد.يگيم

 دهديم نشان ما جينتا نيهمچن ابد.ييم شيافزا ANS نشر شدت

 HCA هب گلوکز اتصال راتيبوت يدروکسيبتاه-3 حضور در که

 حاصل جينتا با که ابد.ييم شيافزا کمتر يخارج نشر و کاهش

 دارد. يهمخوان HCA يذات نشر از

 

 زمانهم فلوئورسانس یسنج فيط از حاصل جینتا

يم زمانهم فلوئورسانس يسنج فيط روش يکاربردها جمله از

 نييتع زين و هانيپروتئ ييفضا شيآرا راتييتغ يبررس به توان

 اشاره اندک اريبس يهاغلظت در هانيتاميو اي DNA ها،نيپروتئ

 طول نيب ،D مقدار اي Δλ موج، طول اختلاف دادن رييتغ کرد.

                    
3 Anilino-1-naphtalene sulfonic acid 

 کننده منعکس exλ-emλ = (Δλ( ينشر موج طول و يجييته موج

 مورد در است. متفاوت تيماه با ييکروموفورها يهافيط

 حاصل فيط باشد، نانومتر 15 برابر Δλ که يهنگام هانيپروتئ

 نيا که يهنگام و است نيپروتئ در نيروزيتا يهاماندهيباق ديمو

 يهاماندهيباق ديمو حاصل فيط باشد نانومتر 60 برابر اختلاف

 فيط شود،يم مشاهده 5 شکل در آنچه .[30] است پتوفانيتر

 و (Δλ=60nm) پتوفانيتر يدوهايرز زمانهم فلوئورسانس

 يميآنز مختلف يهانمونه در (Δλ=15nm) نيروزيتا

(HCA0D, HCA 35D, HCA+BHB, HCA+Glc+BHB and 

HCA+Glc) راتييتغ مطالعه .است HCA ابيغ و حضور در 

 نيا از استفاده با BHB ابيغ و حضور در نيهمچن و گلوکز

 اطراف طيمح تيقطب با رابطه در را ياديز اطلاعات روش،

يم فراهم يميآنز مختلف يهانمونه در کيآرومات يدوهايرز

 يهاماندهيباق فلوئورسانس د،يکنيم مشاهده که طورهمان .کند

 نشر يحداکثر موج طول تيموقع و است فيضع نيروزيتا

 کهيدرحال کند.ينم رييتغ است، Δλ=15nm که يهنگام

 موج طول و است يقو پتوفانيتر يهاماندهيباق فلوئورسانس
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 HCA نمونه در است Δλ=60nm که يهنگام آن نشر يحداکثر

 ييجابجا بلندتر يهاموج طول سمت به گلوکز با شده انکوبه

 دارد.

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 زمانهم فلوئورسانس طيف -5 شکل

HCA تازه (HCA 0D،) HCA کنترل (HCA 35D) وHCA تغييريافته (HCA+Glc 35D، HCA+Glc+BHB 35D و HCA+BHB 35D) در 
Δλ=15nm و Δλ=60nm 

 

 یدوران یینما دورنگ مطالعات از حاصل جینتا

 از پس يبررس مورد يهانمونه در يوار يضيب راتييتغ 6 شکل

 ديکنيم مشاهده که طورهمان دهد.يم نشان را روز 35 گذشت

 و (HCA 0D) تازه HCA نمونه در مولار يوار يضيب نيشتريب

 مشاهده HCA+Glc 35D ينمونه در مولار يوار يضيب نيکمتر

  شد.

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 
  CD هایطيف -6 شکل

 35 تيمار از پس دور فرابنفش يناحيه در آنزيم (HCA+Glc، HCA+BHB، HCA+Glc+BHB) تغييريافته و (HCA 35D) کنترل (،HCA 0D) تازه نمونه
 4/7 برابر PH و C ◦ 37 يدما در mM 50 سديم فسفات بافر در روزه

 

 معنادار راتييتغ يدهنده نشان 2 جدول و 6 شکل در CD جينتا

 با شده ماريت HCA در روز 35 مدت طول در HCA دوم ساختار

 HCA) کنترل HCA و (HCA 0D) تازه HCA به نسبت گلوکز

35D) مولار يواريضيب شيافزا نيشتريب که ياگونه به است. بوده 

 کاهش نيشتريب و (HCA 0D) تازه HCA به مربوط CD فيط در

 گريد يهانمونه و شد مشاهده گلوکز با شده ماريت HCA در
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HCA+BHB 35D، HCA+Glc+BHB 35D و HCA 35D هب

 به توجه با رند.يگيم قرار آنها نيب در يوار يضيب کاهش بيترت

 را اآلف چيمارپ يساختارها گلوکز که کرد انيب توانيم 2 جدول

 و نامنظم يساختارها و بتا صفحات شيافزا باعث و داده کاهش

 HCA داشت انيب توانيم نيهمچن است. شده HCA در يتصادف

 راتيبوت يدروکسيه بتا -3 و گلوکز با شده ماريت

(HCA+Glc+BHB 35D) ليدلهب گلوکز نامطلوب راتيثأت از 

 است. مانده امان در راتيبوت يدروکسيبتاه -3 حضور

 

 
  (HCA 35D) کنترل ، (HCA 0D) تازه ینمونه در انسانی 2 درازيان کيکربن ميآنز دوم ساختار عناصر درصد -2 جدول

 (HCA+BHB و HCA+Glc، HCA+Glc+BHB) يافته تغيير و

Samples α-Helix Antiparallel Parallel β-Turn 
Random-

coil 

HCA 0D 8/15 ± 5/0 1/19 ± 9/5 1/16 ± 1/1 1/21 ± 3/0 1/48 ± 6/2 

HCA 35D 1/14 ± 9/0 3/20 ± 6/5  6/16 ± 5/1  5/21 ± 4/0 2/51 ± 3/2 

HCA + Glc + BHB 9/13 ± 4/0 0/21 ± 8/6 7/17 ± 4/1 7/21 ± 3/0 3/51 ± 2/2 

HCA + BHB 0/14±  6/0 7/20 ± 5/6 6/17 ± 4/1 6/21 ± 4/0 1/51±  2/2 

HCA + Glc 0/13±  1/1 6/21 ± 0/6 6/18 ± 8/1 0/22±  5/0 0/53 ± 7/2 

 .اندشده انيب استاندارد انحراف ±نيانگيم شکل به اعداد

 

 بحث
 ميآنز نيا زانيم اي عملکرد در نقص اي و اختلال که ييآنجا از

 گلوکوما، ليقب از هايناهنجار يسر کي جاديا در ليدخ عوامل از

نيا از شود،يم محسوب و... استئوپروز سرطان، ابت،يد ،يچاق

 ميآنز نيا يبازدارنده و محرک يمولکول يهاسازِکار يبررس رو

 يبررس داشت. خواهد هايماريب نيا کنترل در ييسزاهب نقش

 نشان تهگذش در يابتيد مارانيب در ميآنز نيا يکينتيس تيفعال

 نسبت يابتيد مارانيب در ميآنز نيا ياستراز تيفعال که است داده

 يدرحال نيا .[31] است داشته يريچشمگ شيافزا سالم افراد به

 در ميآنز نيا تيفعال کاهش کننده انيب گريد مطالعات که است

 گرفته انجام مطالعات شتريب در و [32] هستند يابتيد مارانيب

 يداروها همچون مختلف يداروها با تا بوده نيا بر يسع همواره

 يناش عوارض کاهش منظوربه را ميآنز نيا تيفعال ،يديسولفانام

 است يدرحال نيا .[33-35] دهند کاهش يابتيد مارانيب در آن از

 ميآنز تيفعال سرعت (1 )جدول دهديم نشان ما يهايبررس که

 ينمونه از بالاتر يريچشمگ طورهب ام21 روز در شده کهيگلا

 ام35روز در و است (HCA 0D) تازه و (HCA 35D) کنترل

 ميآنز تيفعال سرعت است، شده مشاهده AGEs که يزمان يعني

 هب توجه با گرفت، جهينت توانيم نيبنابرا است. صفر برابر باًيتقر

 تيفعال سرعت باشد، مرحله کدام در ميآنز شنيکيگلا نکهيا

 دستهب جينتا با نيا که ابد.ي کاهش اي شيافزا توانديم ميآنز

 تيفعال کاهش و شيافزا مورد در گذشته مطالعات از آمده

 است افتهي شيافزا mK مقدار يطرف از دارد. يخوانهم ياستراز

 ينمونه در سوبسترا به ميآنز ليتما زانيم يعني (.1 )جدول

 کاهش گريد يهانمونه يتمام به نسبت گلوکز با همراه يميآنز

 سرعت که داشت انيب توانيم واقع در است. داشته يريچشمگ

 همراه يميآنزي نمونه در mK مقدار و (maxV) ياستراز تيفعال

 نيهمچن است. افتهي شيافزا گريد يهانمونه به نسبت گلوکز با

 عوارض راتيبوت يدروکسيه-بتا -3 که دهديم نشان ما جينتا

 يدروکسيبتاه -3 با همراه يميآنز ينمونه در را گلوکز از يناش

 در و برديم نيب از (35D HCA+Glc+BHB) گلوکز و راتيبوت

 يرييتغ کنترل نمونه با سهيمقا در آن maxV و mK مقدار جهينت

 نشر از آمده دستهب جينتا به توجه با است. نکرده دايپ

 يهانمونه (4 )شکل يخارج و (2 )شکل يذات فلوئورسانس

 نمونه در ميآنز ساختار که کرد انيب توانيم يميآنز مختلف
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 باز روزه، 35 ماريت از پس (HCA+Glc) گلوکز با همرا يميآنز

 باز اب واقع در است. رفته نيب از نيپروتئ سوم ساختار و شده

 ارقر نيپروتئ درون در که يکيآرومات يهانهيدآمياس نيپروتئ شدن

 ت،اس گرفته قرار يقطب حلال معرض در و آمده سطح به داشته

 دست از را خود يانرژ حلال يهامولکول با برخورد در نيبنابرا

 بلندتر يهاموج طول سمت به و افتهي کاهش نشرش و داده

 دهد،يم نشان که يقبل گزارشات با جينتا نيا است. کرده حرکت

 يخوانهم شود،يم نيپروتئ ساختار شدن باز باعث شدن کهيگلا

 زين ANS حضور در ميآنز يخارج نشر نيهمچن .[36 .26] دارد

 ليم که است يبيترک ANS است. ميآنز ساختار بازشدن نيمب

 حلال در نيبنابرا دارد. زيآبگر ينواح به اتصال يبرا ييبالا اريبس

 به و [37] دهديم نشان خود از يفيضع ياريبس نشر يقطب

نيپروتئ يدرون يهاحفره مانند زيآبگر ينواح به اتصال محض

 ابد.ييم شيافزا يريچشمگ طورهب آن فلوئورسانس نشر ها،

 ينمونه در ANS-HCA کمپلکس نشر شدت ريچشمگ شيافزا

 و ميآنز ساختار شدن باز يمعنا به گلوکز با همراه يميآنز

 نيا است. حلال معرض در آن زيآبگر يهاحفره يريقرارگ

 -بتا -3 با همراه يميآنز ينمونه در ANS نشر که است يدرحال

 طورهب (HCA+Glc+BHB) گلوکز و راتيبوت يدروکسيه

 است. بوده (HCA+Glc) کهيگلا ميآنز از ترنييپا يواضح

يم ،يارجخ نشر و يذات نشر از حاصل جينتا به توجه با نيبنابرا

 نديفرآ راتيبوت يدروکسيه -بتا -3 حضور در که کرد انيب توان

 نيپروتئ ساختار آن، يجهينت در و افتهي کاهش شدن، کهيگلا

نمونه به نسبت يکمتر کاهش يذات نشر شدت و شده باز کمتر

 زين ANS نشر شدت نيهمچن و است افتهي گلوکز با همراه ي

 نديفرآ يينها محصولات هاAGE است. افتهي شيافزا کمتر

 را AGE ديتول زانيم 3 شکل هستند، هانيپروتئ شدن کهيگلا

 نشر شدت نيشتريب که دهديم نشان جينتا دهد.يم نشان

 يميآنز نمونه در شدن کهيگلا يينها محصولات فلوئورسانس

 يدروکسيه -بتا -3 حضور در و شوديم مشاهده گلوکز با همراه

 يعبارتبه اي و است افتهي کاهش AGE محصول ديتول راتيبوت

 فيط به مربوط جينتا 5 شکل است. نشده دهيد AGE محصولات

 است واضح پر دهد.يم نشان را زمانهم فلوئورسانس يسنج

 و است فيضع نيروزيت يهاماندهيباق فلوئورسانس حرکت

 است، Δλ=15nm که يهنگام نشر يحداکثر موج طول تيموقع

 پتوفانيتر يهاماندهيباق فلوئورسانس که يحال در کند.ينم رييتغ

 Δλ=60nm که يهنگام آن نشر يحداکثر موج طول و است يقو

وجم طول سمت به گلوکز با شده انکوبه HCA ينمونه در است

 اثر بر که دهديم نشان موضوع نيا دارد. ييجابجا بلندتر يها

 متأثر اريبس هاپتوفانيتر اطراف طيزمحير ،HCA به گلوکز اتصال

 قرار معرض در ميآنز در زيآبگر يهابخش يعني است. شده

 اطراف تيقطب که ياگونه به است شده بازتر آن ساختار و گرفته

 در که طورهمان ابد.ييم کاهش يزيآبگر و شيافزا پتوفانيتر

 از يناش ريثأت BHB (HCA+Glc+BHB) شوديم مشاهده شکل

  برد.يم نيب از را گلوکز

 ورد فرابنفش هيناح راتييتغ يريگاندازه به مربوط جينتا نيهمچن

(CD) با همراه يميآنز ينمونه در که (6 )شکل دهديم نشان 

 زانيم از ،يتوجه قابل طورهب گريد يهانمونه به نسبت گلوکز

 يساختارها و β صفحات بر و شده کاسته α چيمارپ ساختار

 راتييتغ نيا که يصورت در است. شده افزوده يتصادف و نامنظم

 راتيبوت يدروکسيه -بتا -3 و گلوکز با همراه يميآنز نمونه در

(HCA+Glc+BHB 35D) کنترل نمونه با سهيمقا در (HCA 

35D) ريأثت با ميآنز شدن کهيگلا نيبنابرا است. نشده مشاهده 

 و دوم ساختار در موجود يدروژنيه ونديپ منظم يشبکه بر

يم نيپروتئ دوم ساختار يداريناپا موجب آن، يمحتوا کاهش

 گردد.

 

 یريگ جهينت
 ييايميوشيب و يستيز يعيرطبيغ يهاتجمع از ياريبس امروزه

 از يناش عوارض و ابتيد رينظ هايماريب از ياريبس با مرتبط

 آب ها،رگ شدن تنگ ها،مفصل و هارگ شدن سفت مثل يريپ

نيتئپرو شدن کهيگلا به را نسونيپارک و مريآلزا چشم، ديمروار

 مانند نديفرآ نيا از حاصل محصولات دهند.يم نسبت ها

 AGE يهانيتوکس کويگلا و يآمادور باز، فيش محصولات

 يبيخرت اريبس يعتيطب و دکنندهياکس شدت به يتيماه يهمگ

 يهانيئپروت در را يکيپاتومورفولوژ راتييتغ تواننديم که دارند

 هدف کي عنوانبه يانسان 2 درازيان کيکربن ميآنز ژهيوهب مختلف

 يارمه يمولکول يهاسازکِار يبررس نيبنابرا کنند. جاديا خاص
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  (5 )شماره 21 دوره ؛1400. آذر و دی  ايران متابوليسم و ديابت مجله

 

 نيا در است. تياهم حائز اريبس هانيپروتئ شدن کهيگلا نديفرآ

 نديفرآ بر راتيبوت يدروکسيه -بتا -3 يباد کتون اثر ق،يتحق

 ريتأث يعبارتبه و يانسان 2 درازيان کيکربن ميآنز شدن کهيگلا

 يسنج فيط مختلف يهاروش با انسان يسلامت بر يدار روزه

 يدروکسيه -بتا -3 که شد داده نشان و گرفت قرار يبررس مورد

 عمل شنيکيگلا يبرا مهارکننده کي عنوانبه توانديم راتيبوت

نيتئپرو در يعملکرد و يساختار راتييتغ مانع جهينت در و کند

 يپزشک يحوزه در توانديم قيتحق نيا از حاصل جينتا شود. ها

 مورد يسالخوردگ و يابتيد مارانيب به کمک در يداروساز و

 رد.يگ قرار استفاده

 

 سپاسگزاری

 کارشناسي مقطع در امهپايان از بخشي حاصل حاضر پژوهش

.شد اجرا )س( االزهر دانشگاه حمايت با که است ارشد
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Study of Glycation Process of Human Carbonic Anhydrase II and Investigation of Effect of 

Fasting On Enzyme Activity by Using Spectroscopic Methods  
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ABSTRACT  

 

Background: Glycation is the non-enzymatic reaction between the carbonyl groups in sugar and free amino 

groups in proteins. this reaction leads to changes in structure and functions of proteins. Advanced glycation 

end products (AGEs) is the final stage in this process, which is highly oxidizing and destructive nature, causing 

many diabetic complications. 

Methods: In the present investigation, the effect of fasting upon the glycation process of human Carbonic 

anhydrase II under physiological conditions (37 °C and pH 7.4) was studied recruiting various techniques 

including Ultraviolet–visible spectroscopy, fluorescence spectroscopy and CD Spectroscopy. To address this 

question, different samples of control carbonic anhydrase (without glucose and 3-beta-hydroxybutyrate), 

carbonic anhydrase with glucose, carbonic anhydrase in the presence of only 3-beta-hydroxybutyrate (BHB) 

and carbonic anhydrase along with glucose and 3-beta-hydroxybutyrate were incubated for 35 days under 

physiological conditions. 

Results: The results indicate that 3-beta-hydroxybutyrate, which is greatly increased in the body during 

fasting, functions as an inhibitor of the glycation process and decreases the impacts of glucose binding to the 

protein and prevents the formation of AGEs and preserve enzyme activity. 

Conclusion: Fasting can play an important role in maintaining the health of the body and eliminating the 

complications of the disease, with a significant increase in the production of 3-beta-hydroxybutyrate as an 

inhibitor of the glycation process. 

 

Keywords: Human carbonic anhydrase II, Glucose, 3-beta-hydroxybutyrate, Glycation, Fasting 
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