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 چکیده
 است. ضروري پروتئین عملکرد مکانیسم درك براي مولکولی درون هايحرکت اساس بر هاپروتئین مولکولی دینامیک مطالعه :زمینه

 هااسمولیت کنند.می بازي هانزیمآ عملکرد همچنین و تاخوردن فرآیند در مهمی بسیار نقش ها،پروتئین در مولکولی درون هايحرکت

 زیستی هايمولکول فعالیت و پایداري حفظ به تنش شرایط تحت و شوندمی ساخته موجودات همه توسط که هستند آلی هايمولکول

  کنند.می کمک

 وسیلهبه مرغ تخم سفیده لیزوزیم آنزیم بر کننده تعدیل (اسمولیت) افزودنی عنوان به سوربیتول اثر پژوهش این در :هاروش و مواد

 دوتریوم، حاوي محلول در آنزیم کردن حل از پس شد. مطالعه دوتریوم – هیدروژن تعویض هسته مغناطیسی رزونانس سنجیطیف

 زمانی اختلاط با TOCSY بعدي دو هايطیف شد. ثبت ساعت 40 زمانی بازه در سوربیتول حضور عدم و حضور در متعددي هايطیف

 شد. انجام 5/3 با برابر pH و درجه 35 دماي در آزمایش شد. ثبت ثانیه 2 آسایش زمان و هثانیمیلی 120

 سوربیتول ثیرأت تحت که هاییباقیمانده بیشتر و است شده توزیع ساختار از مختلفی نقاط در سوربیتول اثر که دادند نشان نتایج :هایافته

 در حرکت شدن کند سبب سوربیتول حضور داد نشان تعویض سرعت بتثا محاسبه .داشتند قرار حلال معرض درگرفتند  قرار

 سرعت سوربیتول حضور داد نشان همچنین تحقیق این نتایج .داشتند قرار حلال معرض در کهشد  هاییباقیمانده جانبی هايزنجیره

  .داده است کاهش را پروتون تعویض

 بعدي سه ساختار تغییر بدون سوربیتول گفت توانمی نتیجه در نکردند غییرت سوربیتول حضور در شیمیایی هايجاییجابه :گیرينتیجه

 گردد.می تنش شرایط در ساختار پایداري حفظ سبب آن، پویایی کاهش با و آنزیم

 مرغ تخم سفیده لیزوزیم سوربیتول، اسمولیت دوتریوم، -هیدروژن تعویض هسته، مغناطیسی رزونانس کلیدي: واژگان
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 مقدمه

 و ثبات تاخوردن، در مهمی نقش پروتئین حرکات
 هاپروتئین در ساختاري درون حرکات .دارد آن عملکرد

 و 1( هستند متنوعی زمانی هايبازه و گسترده دامنه داراي
 نقش حرکات این داده نشان گذشته تحقیقات نتایج ).2

 کاتالیز روند در مثال عنوان به دارند. عملکرد در کلیدي
 در ترتیب به سریع و آهسته رکتیح مدهاي آنزیمی،
 در ).3( برخوردارند بالایی اهمیت از کاتالیز و اتصال
 پایداري افزایش براي شده اعمال اصلاحات موارد اغلب

 عملکرد و پذیريانعطاف کاهش به منجر پروتئین،
 تداخل درك براي بیشتري تحقیقات بنابراین گردد.می
 پروتئین مهندسی در عملکرد و پذیريانعطاف ثبات، بین

 هااسمولیت از زنده هايسلول است. لازم آن طراحی و
 تعادل حفظ با خود هايپروتئین پایداري افزایش براي
 گونه هیچ ایجاد بدون و عملکرد، و پذیريانعطاف بین

 نوع دو ).4( کنندمی استفاده آنها روي بر منفی اثرات
 سبب که دارد وجود ناسازگار و سازگار اسمولیت
  ).5( شوندمی هاپروتئین ناپایداري و پایداري

 براي هااسمولیت اثر نحوه رسدمی نظر به کلی طور به
 سازگار هاياسمولیت ).3( است مشترك هاپروتئین همه
 مانند هاییمکانیسم طریق از را خود پایدارکنندگی اثر

 اعمال پذیريانعطاف کاهش و ترجیحی هیدراتاسیون
 )Bath & Timasheff( تیماشف و بت ).2( کنندمی

 کشش بردن بالا با ترجیحی هیدراتاسیون دادند نشان
 هايمانده باقی گریزيآب افزایش با یا و آب سطحی
 از یکی پذیريانعطاف کاهش گیرد.می صورت سطحی
 تحقیقات همچنین هاست.اسمولیت اثرات ترینبرجسته

 در اريساخت نوسانات هااسمولیت اندداده نشان قبلی
 ).6( دهندمی کاهش را پروتئین

 سازگار هاياسمولیت از و بوده الپلی نوعی سوربیتول
 پذیريانعطاف سوربیتول داده نشان تحقیقات است.

 و دناتوره حالت بین لتعاد و داده کاهش را ساختار
 حالی در .دهدمی سوق طبیعی ساختار سمت به را طبیعی

 و 2( دندار سوم و دوم يساختار هايالمان بر ثیريأت که
 هسته مغناطیسی رزونانس روش از پژوهش این در .)7

 در دوتریوم -هیدروژن تعویض سرعت بررسی براي
 روش این در .)9 و 8( شد استفاده سوربیتول حضور

 آمیدي هايهیدروژن )kex( تعویض سرعت ثابت
 پیوند ثیرأت تحت kex .شد تعیین اصلی زنجیره

 ثابت کاهش باشد.می دسترس در سطح و هیدروژنی
 پذیريانعطاف کاهش به منجر تواندمی تعویض سرعت
 صورتبه پارامتر این از نتیجه در گردد، مولکول

 توانمی پروتئین پذیريانعطاف ارزیابی براي غیرمستقیم
 شناسایی در ناتوانی روش این محدودیت نمود. استفاده

 پذیرافانعط العادهفوق نواحی در سریع هايتعویض
 هاآنزیم مورد در خصوصبه و موارد بیشتر در است.

 آنزیم فعالیت کاهش به منجر پذیريانعطاف کاهش
 بر سوربیتول اثر توزیع نحوه بررسی این در گردد.می

 شده داده نشان پروتئین مختلف نواحی پذیريانعطاف
 سوربیتول ثیرأت تحت که نواحی رسدمی نظر به است.
 و پذیريانعطاف حفظ در کلیدي نقش گیرندمی قرار

 دارند. آنزیم دینامیک
 

 هاروش و مواد
 

 گیريطیف جهت نمونه سازيآماده
 و )3,2,1,17EC( مرغتخم سفیده لیزوزیم آنزیم

 درجه 4 دماي در و خریداري مرك شرکت از سوربیتول
 با دیالیز روش از ناخالصی حذف براي شد. نگهداري

 دیالیز از پس نمونه شد. استفاده کیلودالتونی 3 هايکیسه
 سدیم استات شد. نگهداري درجه 4 دماي در و لیوفلیزه

 آنزیم .شد خریداري مجللی شرکت از ،استیک اسید و
 بافر محلول در )مولارمیلی 3( مرغ تخم سفیده لیزوزیم
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 250( سوربیتول حاوي )مولارمیلی 10( استات
 به شد. حل لسوربیتو بدون استات بافر و )مولارمیلی

 O2D ،دوتریوم هیدروژن ،تعویض آزمایش انجام منظور
 و 5/3 آنزیم محلول pH شد. اضافه استات بافر هب

 نهایی حجم شد. انجام درجه 35 دماي در گیريطیف
 بود. میکرولیتر 500

 

 گیريطیف
 دستگاه وسیلهبه هسته مغناطیسی رزونانس گیريطیف

MHz 500 Bruker افزودن از پس شد. انجام O2D، 
 فاقد و سوربیتول (داراي آنزیمی محلول دو هر

 آن از پس شدند. منتقل دستگاه به سرعت به سوربیتول)
 این در شد. انجام ساعت 40 زمانی دوره در گیريطیف
 هايثابت که آمد دست به زمان -نقطه 7 زمانی بازه

 دوبعدي طیف شدند. محاسبه آن از تعویض سرعت
TOCSY آسایش زمان و ثانیهمیلی 120 لاطاخت زمان با 

 فرآیند طریق از حلال به مربوط پیک شد. ثبت ثانیه 2
 شد. فرونشانده اشباع پیش

 
 هاافتهی

 با و زمان از تابعی عنوان به دوتریوم -هیدروژن تعویض
 آمینه اسیدهاي هايپیک شدت کاهشی روند به توجه
 در هاآن مساحت تعیین و هاپیک نقطه یافتن شد. تعیین
 SPARKY افزارنرم وسیلههب  TOCSYهايطیف
 منطقه در TOCSY طیف پنجره 2 شکل شد. انجام
 هايهیدروژن تعویض درجه دهد.می نشان را آلفا آمین
 .گرفت قرار بررسی مورد زمان از تابعی عنوان به آمید

 انتگرال محاسبه طریق از آلفا آمین هايپیک شدت
 1(جدول آمد دستهب هرتز 30 شعاع با مربوطه هايپیک

 از تعویض سرعت ثابت محاسبه نحوه 1 شکل .)2 و
 تغییرات نمودار در اول درجه معادله یک برازش طریق
 برازش براي دهد.می نشان را زمان به نسبت پیک حجم

 واقع در تعویض ثابت شد. استفاده نمایی تابع یک از
  است. برازش از حاصل خطی معادله در زمان ضریب

 

 
 

 
 

) تصویر از بخش آمید آلفا قبل (قرمز) و بعد (آبی) از افزودن 1شکل 
 .9سوربیتول براي رزیدو آلانین 

 

 
)a( 

 
)b( 

 

) و aجایی شیمیایی در منطقه آمین آلفا در عدم حضور() نمایی از جابه2شکل 
 .) سوربیتولbحضور (
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-بیتول قرار می) برخی از نواحی آنزیم لیزوزیم که تحت تأثیر سور3شکل 

 .گیرند
 

 دلیلبه رزیدوها انواع در هیدروژن تعویض سرعت
 پیوند ایجاد و مختلف هايجایگاه در هاآن قرارگیري
 تعویض سرعت براي ).10( است متفاوت هیدروژنی
 متوسط سریع، هايحالت دارد: وجود حالت 3 هیدروژن

 است رزیدوهایی به مربوط سریع تعویض حالت کند. و
 همان در اما دارند وجود پروتئین طبیعی طیف در که

 حذف آلفا آمین منطقه از طیف، ثبت از اول مرحله
 مربوط کند حالت کرد. ردیابی را آنها تواننمی و شوندمی
 پیوند در یا و ساختار داخل در که است رزیدوهایی به

 تعویض برابر در یدوهارز این اند،گرفته قرار هیدروژنی
 تعویض ثابت هیچ نتیجه در و دهندمی نشان مقاومت

 منطقه در آنها که گفت توانمی ،واقع در ندارند مشخصی
. )12 و 11( اندگرفته قرار پروتئین از شده حفاظت

 نواحی در متوسط تعویض سرعت داراي رزیدوهاي
، 9 رزیدوهاي( آلفا مارپیچ مثل پروتئین ساختار از مختلف

) 108و  96، 95، 92، 31، 25، 17، 15، 13، 12، 11
، 57، 56، 53، 52، 41، 39، 37 (رزیدوهاي بتا هايصفحه

، 83، 82 (رزیدوهاي 103 هايمارپیچ) 51و  48، 44، 42
، 76، 74، 66، 65 (رزیدوهاي هاحلقه و) 125، 121، 84
 با رزیدوهاي از برخی 1 جدول اند.شده توزیع) 78و  77

 حضور عدم و حضور در را متوسط تعویض سرعت

 و 57 ،53 ،52 ،51 رزیدوهاي دهد.می نشان ربیتولسو
 پیوند ایجاد در خود جانبی هايزنجیره طریق از 125

 ساختاري تحلیل به توجه با کنند.می شرکت هیدروژنی
 برابر در 88-99 و 23-36 رزیدوهاي لیزوزیم آنزیم

 اند.شده محافظت شدت به تعویض
 

ض ) فهرستی از رزیدوها با ثابت تعوی1جدول 
 متوسط در حضور و غیاب سوربیتول

ثابت تعویض  رزیدو
در غیاب 
 سوربیتول

ثابت تعویض 
در حضور 
 سوربیتول

 143/0 343/0 41گلوتامات '
 049/0 052/0 82آلانین 

 042/0 015/0 125آرژنین 
 071/0 040/0 39آسپاراژین 
 046/0 070/0 76سیستئین 
 080/0 033/0 94سیستئین 

 053/0 036/0 15هیستیدین 
 011/0 083/0 83لوسین 
 051/0 132/0 84لوسین 

 090/0 065/0 12متیونین 
 065/0 062/0 92والین 
 03/0 061/0 11آلانین 
 061/0 174/0 31آلانین 
 076/0 242/0 42آلانین 

 031/0 065/0 44آسپاراژین 
 045/0 131/0 52آسپاراتات 
 064/0 131/0 65آسپاراژین 

 025/0 092/0 78ن ایزولوسی
 053/0 088/0 17لوسین 
 011/0 083/0 83لوسین 
 065/0 142/0 9آلانین 

 
) فهرست رزیدهایی که در حضور 2جدول 

گیري سوربیتول فاقد ثابت تعویض قابل اندازه
 هستند.

ثابت تعویض در غیاب  رزیدو
 سوربیتول

 031/0 95 الانین
 030/0 112 آرژنین

 133/0 37 آسپاراژین
 177/0 59 آسپاراژین
 210/0 77 آسپاراژین
 073/0 57 گلوتامین
 085/0 121 گلوتامین
 168/0 25 لوسین
 145/0 56 لوسین
 099/0 13 لیزین
 047/0 96 لیزین
 149/0 85 سرین

 205/0 51 ترئونین
 055/0 108 تریپوفان
 195/0 23 تیروزین
 143/0 53 تیروزین
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 بحث

 به )،13( است متفاوت رزیدوها بر سوربیتول ثیرأت
 داراي سوربیتول غیاب در که رزیدوهایی مثال عنوان

 سوربیتول حضور در بودند سریع تعویض سرعت
 آنها سرعت ثابت و شده کند بسیار آنها تعویض سرعت

 رزیدوها برخی تعویض سرعت همچنین نشد. شناسایی
 قرار محاسبه مورد که یافت تغییر کند به متوسط از

 روي بیشتر سوربیتول داد نشان نتایج )2 جدول( فتنگر
 به و دارند قرار هیدروژنی پیوند در که رزیدوهایی

 اثر دارند بالایی تعویض ثابت که رزیدوهایی خصوص
 تعویض نمودار 1 شکل ).1 شکل و 1 (جدول گذاردمی

 78 و 11 ،9 رزیدوهاي مورد در را دوتریوم -هیدروژن
ه ب تعویض سرعت کاهش یگرد عبارت به دهد.می نشان
 زنجیره نوسانات و کوتاه برد هايجنبش کاهش دلیل

 حرکت سوربیتول گفت توانمی نتیجه در است. جانبی
 سوربیتول حضور در کند.می محدود را هیدروژنی پیوند
 مدت هااتم و کرده پیدا افزایش هیدروژنی پیوند عمر
 حضور هیدروژنی پیوند غالب در را بیشتري زمان
 پیوندهاي تعداد رسدمی نظر به همچنین یابند.می

 پایدارتر ثانویه ساختارهاي و یافته افزایش هیدروژنی
 دو دسترس در سطح و هیدروژنی پیوند شوند.می

 تعویض سرعت روي بر که است مهمی فاکتور
 دو این از یکی طریق از سوربیتول و است ثیرگذارأت

 در شدید آشفتگی دایجا بدون و آنها دوي هر یا فاکتور
(شکل  شودمی ساختار پایداري سبب بعدي 3 ساختار

 محدود معنی به دسترس در سطح کاهش ).15 و 14()3
 رسدمی نظر به است. ساختار تحرك میزان شدن
 قرار سوربیتول ثیرأت تحت که ساختار از هاییبخش
 دارند آنزیم پایداري و تحرك در ايبرجسته نقش دارند

 ).17 و 16(

 

 گیرينتیجه
 این در گرفته صورت کارهاي با ما مطالعات مقایسه
 و پایداري بر هااسمولیت ثیرأت بررسی شامل که حوزه

 بود متابولیکی مسیرهاي در ثیرگذارأت هايآنزیم عملکرد
 آمده دستهب نتایج بین که داد نشان ،)4و  2، 1(

 حضور در که دریافتیم ما دارد. وجود همخوانی
 حالت سمت به لیزوزیم ساختاري تعادل سوربیتول

 از ساختار اعظم بخش نتیجه در و رفته پیش ترسخت
 نواحی برخی نوسان سوربیتول ماند. مصون تعویض

 و نوسان کاهش دهد.می کاهش را لیزوزیم آنزیم
 در تغییر بدون کندمی کمک اسمولیت به دینامیک
 نزیمآ کلی)، صورته(ب ساختار و کاتالیتیک هايفعالیت

 توجه مورد باید که دیگري نکته .)18( کند پایدارتر را
 ثیرأت تحت که هاییبخش که است این گیرد قرار

 تحرك میزان در مهمی نقش گیرندمی قرار سوربیتول
 میزان کاهش طریق از آنزیم پایداري که چرا دارند آنزیم

 نتایج همچنین دهد.می رخ سوربیتول ثیرأت تحت تحرك
 هايروش سایر با مقایسه در که داد ننشا کار این

 که آنها) دارویی نوع از ویژهه(ب هااسمولیت ثیرأت بررسی
 (بررسی است ترمودینامیکی هايروش شامل بیشتر

 مغناطیسی رزونانس روش ترجیحی)، هیدراتاسیون
 سطح در اطلاعاتی چون کندمی عمل تردقیق هسته

  دهدمی ارائه آنها بین فضایی ارتباط و رزیدوها
 ).19 و 7(
 

 تضاد منافع
 هیچ گونه تعارض منافع توسط نویسندگان بیان 

 .نشده است
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Abstract 

Background: The study of the molecular dynamics of proteins based on internal motions is crucial for 
understanding the mechanism of protein function. Internal movements of proteins play an important role 
in both protein folding processes and the mechanism of action of enzyme. Knowledge about these 
movements will help us in understanding these processes correctly. Osmolites are small organic molecules 
which are utilized by the cells of all organisms, except hallobacteria. Osmolites are produced under 
extreme stressful conditions in order to help in stabilizing macro-molecules and retaining their biological 
function. They interact directly with macromolecules, but they exert their effect only when the 
characteristics or conditions of the solvent present around the cell change. Therefore, their presence affects 
the stability of the protein indirectly.  
Materials and Methods: In this work we studied the effect(s) of the osmolite Sorbitol on the dynamics of 
Hen Egg White Lysozyme, and through our study we used NMR Hydrogen-Deuterium Exchange to 
characterize the effect(s). We performed spectrometery in two different conditions, in the absence and 
presence of sorbitol. The extent of peptide hydrogen exchange was assigned as a function time and in a 
decreasing manner in the intensity of the peak corresponding to amino acids. The resulting TOCSY 
spectra were assigned using SPARKY software, as well as we integrated the peaks using this software. 
Results: The speed of hydrogen exchange, hydrogen atoms of the peptide bond, will give us information 
about the local structural oscillations where the exchange is taking place. The rate of hydrogen exchange 
varies from one amino acid to another, and the intensity of the peak of these hydrogen decreases as time 
passes by. 
Conclusion: We found that the presence of sorbitol causes a decrease in proton exchange rate, and since 
there is no noticeable chemical shifts in the peaks of the spectra, in the presence or absence of sorbitol, we 
can conclude that sorbitol did not cause any change in the three dimensional structure. It seems that the 
decrease in the rate of exchange is a representative of a decrease in the accessible surface area or to 
strengthening of hydrogen bonds, and sorbitol caused one of these two possibilities. 
 
Key word: Nuclear Magnetic Resonance (NMR), Hydrogen deuterium exchange, Osmolyte (sorbitol), Hen egg 
white lysozyme  
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