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   و آنالوگهايش2/1ن فعاليت در پپتيد آنتي باكتريايي آيوري-ارتباط ساختار
  

  3عبدالعلي عليزاده دكتر  ،*2حسين نادري منشدكتر  ،1صفيه صوفيان

  
  ، تهران، ايراندانشگاه تربيت مدرس،  گروه بيوفيزيك دانشجوي دكترا بيوفيزيك،-1
  ، تهران، ايران تربيت مدرس دانشگاه،گروه بيوفيزيكاستاد، دكترا بيوفيزيك،  -2
  ، تهران، ايران دانشگاه تربيت مدرس،گروه شيمي دانشيار، دكترا شيمي،  -3
  

 1/8/87 ، تاريخ پذيرش 27/6/87تاريخ دريافت 
  چكيده
را نشان  آنتي باكتريايي و ضد سرطاني هاي  فعاليت است كه طيف وسيعي از اي  آمينه13 يك پپتيد 2/1آيورين  :مقدمه

ه كه مارپيچ آلفا است ولي هنوز مكانيسم عمل آن ساختار آن توسط طيف سنجي رزنانس مغناطيسي تعيين شد. دهد مي
فعاليت در پپتيد آنتي -اين مطالعه با هدف تعيين عوامل موثر بر فعاليت پپتيدها و مطالعه ارتباط توالي. شناخته نشده است
  .  و آنالوگهايش طراحي و انجام گرديد2/1باكتريايي آيورين 

 و با روش سنتز  گرديد طراحي و آنالوگ معكوس F3W,G1F3/RWآنالوگ  دو  تجربيمطالعهر اين  د:روش كار
توسط آمينو اسيد آنالايزر و طيف سنجي جرمي  بعد از تخليص با كروماتوگرافي با فشار بالا،  شد واختهشيميايي فاز جامد س

  .هاي ضد باكتريايي انجام شد  و سپس آزمايشتائيد شد
نتايج نمودار   است وF3W فعالتر از G1F3/RWشان داد كه آنالوگ ن  حداقل غلظت مهارينتايج آزمايش تعيين: نتايج

  .آنالوگ معكوس هيچ فعاليتي نشان نداد. اي است  مرحله سهF3Wحداقل غلظت مهاري براي آنالوگ  آزمايش تعيين
ر منفي ه علت وجود اسيد آمينه آرژنين و ايجاد ميانكنش قويتر با با بG1F3/RW تر بودن آنالوگ   فعال:نتيجه گيري

شود در  گر اهميت جايگاه اسيد آمينه در توالي براي فعاليت است وتوصيه مي عدم فعاليت آنالوگ معكوس نشان. غشاء است
اندازه و نوع آمينو اسيدها در تجمع كه چرا  ها توجه شود، طراحي پپتيدها به عنوان دارو به موقعيت قرار گرفتن اسيد آمينه

  .فعاليت ضد باكتريايي موثر استپپتيدها و در نتيجه در نحوه 
  ،آمينو اسيد ، آنالوگ2/1 پپتيد ضد ميكروبي، آيورين :واژگان كليدي

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  175-14115تهران، پل گيشا، دانشگاه تربيت مدرس، دانشكده علوم پايه، بخش بيوفيزيك، صندوق پستي  :نويسنده مسئول*

Email: naderman@modares.ac.ir 
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  مقدمه
مندي دانشمندان به تحقيق در زمينه حل  علاقاخيراً

ها با استفاده از پپتيدها  مشكل مقاومت دارويي آنتي بيوتيك
 پپتيدهاي ضد ميكروبي به خوبي شناخته .رو به افزايش است

صدها نوع از آنها در موجودات زنده كشف شده و  .اند شده
 در چند دهه اخيرتلاش .تعداد زيادي هم سنتز شده است

 40-10داروهاي جديد با استفاده از پتيدهايبراي ساخت 
پپتيدهاي ضد ميكروبي به . اي رو به گسترش است اسيد آمينه

طيف وسيع  علت خصوصيات مناسب مثل كشندگي سريع،
فعاليت و پيشرفت نادر مقاومت دارويي مورد توجه زيادي 

وجود اين خصوصيات پپتيدها به توانايي آنها در . هستند
 .)1(شود  باكتريايي نسبت داده ميچسبيدن به غشاهاي

 نقش كه خصوصيات ساختاري پپتيدهاي ضد ميكروبي
 ،گشتاور آبگريزي :نمايد شامل مهمي در فعاليت آنها ايفا مي

 قدرت ،هاي باردار  تعداد اسيد آمينهتركيبات آمينو اسيدي،
 مقدار ، تركيبات غشاء و سياليت آن،يوني و قدرت اسمزي

 pH ،ويسكوزيته، دما، مارپيچ بودن ،دن توانائي ديمر ش،بار
اندازه سطوح ،(Ψ)پتانسيل غشاء، (A) آمفي پاتيسيته،محيط

و  (X) كنفورماسيون،(θ)زاويه قطبيت، هيدروفوبيك
  .)2-5(آبگريزي است

پپتيدها به عنوان دارو در طي چند دهه گذشته 
اند ولي به دلايل مختلف مثل هضم توسط  مطرح شده

كم از غشاء و انعطاف پذيري بالا، استفاده پروتئازها، انتقال 
از طرف ديگر . از آنها به عنوان دارو داراي محدوديت است

پپتيدها كانديداهاي خوبي براي دارو هستند، زيرا 
ها و  سوبستراهاي طبيعي هستند كه به تعدادي از آنزيم

پس بايستي تغييراتي در پپتيدها ايجاد  .چسبند رسپتورها مي
دارويي مناسب مثل پايداري متابوليكي، كرد تا خواص 

تمايل بالا و اختصاصي بودن براي يك آنزيم يا گيرنده را 
 GLFDIIKKIAESF( پپتيدها آيوريني .)7، 6(دارا شوند

كه از پوست يك نوع قورباغه استراليايي )  1/ 2آيورين :
هاي ضد باكتريايي  اند طيف وسيعي از فعاليت استخراج شده

ترين   كوچك2/1آيورين  .دهد  نشان ميو ضد سرطاني را

 تري  درصد30پپتيد ضد سرطان است كه در محلول حاوي 
ساختار . )8(فلورواتانول داراي ساختار مارپيچ آلفا است

 توسط طيف سنجي رزنانس مغناطيسي در 2/1آيورين 
اين پپتيديك دوگانه دوست مارپيچ .  مشخص شد2000سال

 و رزك . معين استآلفا با مناطق آبگريز و آبدوست
 13 نشان داند كه فنيل آلانين شماره 2000همكاران در سال 

در اين پپتيد براي فعاليت ضد باكتريايي و ضد سرطاني 
 سپاروويك و همكاران با 2003 در سال .)9(الزامي است

طيف  اي و رزنانس مغناطيسي هسته هاي طيف سنجي روش
 كه آيورين )10(سنجي دو رنگ نمايي دوراني نشان دادند

 درجه به سطح 50 با ساختار مارپيچ آلفا و زاويه تقريبا 2/1
يل آلانين  فن).10-1شكل( شود دو لايه غشاء نزديك مي

 سطوح در دسترس آيورين  درصد50 بيش از 13 و3شماره 
گر اهميت آنها در پيوند شدن  دهند كه نشان  را نشان مي2/1

آلفا دارد و به علت اين پپتيد ساختار مارپيچ . به غشاء است
كوچك بودن پيچيدگي كمتري داشته و در نتيجه از ديدگاه 

 .)11(بيوفيزيكي نيز  براي مطالعه ساختاري  مناسب است
خصوصيات منحصر بفرد اين پپتيد توجه دانشمندان از 
كشورهاي مختلف جهان را جلب كرده است و زمينه 

 و منجر تحقيقات ايمونولوژي و فيزيولوژي را فراهم آورده
هاي مختلفي با تغيير اسيد  به ساخت و بررسي آنالوگ

اهميت ساخت پپتيدهاي داروئي نياز . ها گرديده است آمينه
با توجه . نمايد به تحقيقات بيشتر در اين مورد را پر واضح مي

به اطلاعات موجود با تغيير در جهت توالي يا تغيير  اسيد 
هاي  ي و سنتز آنالوگهاي آبگريز بر آنيم كه با طراح آمينه

 براي اولين بار به بررسي فعاليت 2/1پپتيد آيورين 
اين امر موجب شناخت . هاي طراحي شده بپردازيم آنالوگ

بيشتر عوامل دخيل در فعاليت اين پپتيد گرديده و امكان 
اي كه  سازد به گونه تغييرات هوشمندانه در آن را فراهم مي

  .ستفاده قرار گيردبه عنوان يك پپتيد داروئي مورد ا
هدف مطالعه حاضر، تعيين عوامل موثر بر فعاليت پپتيدها و 

  . است2/1و فعاليت در آيورين  مطالعه ارتباط توالي
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  روش كار
در اين مطالعه در آنالوگ اول براي بررسي نقش 

 فنيل آلانين را به تريپتوفان تبديل 3فنيل آلانين شماره 
ايش فعاليت، اسيد آمينه كرديم و در آنالوگ دوم براي افز
در آنالوگ سوم جهت . گليسين را به آرژنين تبديل كرديم

ها را تغيير داديم تا به بررسي تاثير جهت توالي در  اسيد آمينه
اسيد  .عملكرد و ساختار اين پپتيد ضد باكتريايي بپردازيم

واكنشگرهاي سنتزي و همه  رزين، هاي محافظت شده، آمينه
مام مواد شيميايي ت. خريداري شد) انآلم(از شركت باخم 
پپتيدها توسط فاز جامد .  داشتند درصد99خلوص بيش از 

كلروترتيل با روش فلورنيل متوكسي -2با استفاده از رزين 
همه پپتيدها به صورت دستي در يك . كربونيل ساخته شدند

ها با استفاده  كوپل كردن اسيد آمينه. اي سنتز شد ظرف شيشه
تترامتيلاورانيوم تترافلوروبورات –ان -ان-1-ازولبنزوتري-ا از

براي حفاظت . اتيل دي ايزوپروپيل آمين انجام شد–و ان 
 پي پيريدين در دي متيل فرماميد  درصد20ل زدايي از محلو

پپتيد . اتمام كوپلينگ با تست كايزر دنبال شد. استفاده شد
ا پپتيده .)12-16(نهايي توسط  تري فلورو استيك شكسته شد

 آب – با استفاده از گراديان استونيتريل C18توسط ستون 
شد و   تري فلورو استيك اسيدخالص  درصد1/0 داراي

 توسط ستون  درصد95خلوص .سپس تحت خلا خشك شد
C18اي  وبا استفاده از آناليز اسيد آمينه . آناليتيكال تائيد شد

 سنتز پپتيدها) سوئد، دانشگاه اوپسالا (و طيف سنجي جرمي 
فعاليت آنتي ميكروبيال با استفاده از روش  .)17-19(تائيد شد

محيط كوچكي از . رقيق سازي استاندارد آناليز شد
، )ATCC1163(هاي ليستريا مونو سيتوژنيس باكتري

 و )ATCC1059( مزونتيروئيد لوكونوستوك
 يك شب (ATCC1114)اپيدرميدس - استافيلوكوكوس
شت تازه رشد داده يك مقدار از محيط ك. رشد داده شد

گراد به مدت   درجه سانتي37شده با محيط كشت مايع در 
يك شب انكوبه شد تا به مرحله لگاريتمي و غلظت 

مقدار جذب ( سلول در هر ميلي ليتر رسيد 8 10×9برابر
سپس محيط كشت رقيق شد تا به جذب  ).است5/0 تقريباً

ر  سلول در هر ميلي ليت10 6 رسيد كه معادل001/0 حدود
 ميكرو ليتر از 90اي   خانه96در هر چاهك از ظرف . است

هاي   ميكروليتر از پپتيد در غلظت10.محيط مايع ريخته شد
به  .ها اضافه شد به چاهك) پنج بار براي هر نمونه(متفاوت 

گراد انكوبه شد و سپس   درجه سانتي37مدت يك شب در 
  نانومتر در الايزاريدر620مقادير جذب در طول موج 

   .)20(خوانده شد
  

   نتايج
 نشان داد  تعيين حداقل غلظت مهاري نتايج

 ميكروگرم در ميلي ليتر و 22 در 2/1كه به ترتيب  آيورين 
  ميكروگرم در ميلي ليتر  و آنالوگ 20در F3Wآنالوگ 

G1F3/RWميكروگرم در ميلي ليترقادر به از بين 10  در 
 براي آنالوگ اند و ها شده بردن بيش از نيمي از باكتري
 ميكروگرم در ميلي ليتر 150معكوس اين مقدار  در حدود 

  . توان گفت فعاليتي ندارد است كه مي
شاخص هاي بيوفيزيكي و ضد ميكروبي پپتيد 

چنين زمان خروج نمونه   و آنالوگ هاي آن هم2/1آيورين 
) برحسب سانتي گراد ( در دماهاي متفاوت ) برحسب دقيقه(

.  نشان داده شده اند1ا فشار بالا در جدول در كروماتوگران ب
 و شكل 1نمودارهاي تعيين حداقل  غلظت مهاري د ر شكل 

 ديده 1طور كه درشكل  همان.  نشان داده شده است2
 ميكروگرم در ميلي 10 در  G1F3/RWشود آنالوگ  مي

آنالوگ . ها را از بين برده است ليتربيش از نيمي از باكتري
 ميكروگرم در ميلي 150 زي در حدودمعكوس فعاليت ناچي

در . دهد كه عملا غير فعال محسوب مي شود ليتر نشان مي
 در .اي است  الگوي فعاليت سه مرحله G1F3/RWآنالوگ 

 منتهي به كاهش  F3Wاولين گام  افزايش غلظت آنالوگ 
در دومين گام اثر . شديد در مقادير جذب شده است

 سومين گام اثر يابد و در كشندگي پپتيد كاهش مي
  ).2شكل (گردد  بازدارندگي پپتيد مجددا بر مي
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در دماهاي ) برحسب دقيقه( زمان خروج نمونه: هاي آن  و آنالوگ2/1هاي بيوفيزيكي و ضد ميكروبي پپتيد آيورين  شاخص. 1جدول 
  در كروماتوگرافي با فشار بالا) برحسب سانتي گراد(متفاوت

وزن  توالي نام
 مولكولي

نقطه 
زوالكتريكاي  

حداقي 
غلظت 
 مهاري

زمان خروج 
نمونه در 

17˚دماي   

زمان خروج 
نمونه در دماي 

˚25  

 زمان خروج
 در نمونه
28˚دماي   

2/1آيورين   GLFDIIKKIAESF 1480 97/6  22 89 60 70 
F3W GLWDIIKKIAESF 1519 97/6  20 90 60 70 

G1F3/RW RLWDIIKKIAESF 1618 94/9  10 60 59 58 
وسآنالوگ معك  FSAIKKIIDFLG 1480 97/6  150 - - - 

  

  
نتايج آزمايش آنتي باكتريال براي آنالوگ . 1شكل

G1F3/RW: افزايش در غلظت پپتيد با عث كاهش مقادير
  . جذب شده است

 
نتايج آزمايش آنتي باكتريال براي آنالوگ . 2شكل

F3W:ميكروگرم در ميلي 25تا ) 1فاز(افزايش در غلظت پپتيد 
هاي بيشتر  غلظت شود ولي در كاهش مقادير جذب مي ليترباعث

، و در واقع اثرات )2فاز(شود باعث افزايش مقادير جذب مي
 45 هاي بالاتر از يابد ودر غلظت كشندگي پپتيد كاهش مي

كه ) 3فاز(شود  ميكروگرم در ميلي ليتر،كاهش در جذب ديده مي
 .گر فعاليت مجدد پپتيد است نشان

  
  بحث

 الگوي  G1F3/RWو   F3Wهر دو آنالوگ 
دهند و تنها  يكساني را براي هيدروفوبيسيته اشان نشان مي
 G1F3/RW تفاوت بين آنها در داشتن يك بار مثبت در

رزيدو آرژنين باعث  توان گفت بار مثبت مربوط به مي .است
شود و چون اين پپتيد  ميانكنش با سرهاي قطبي غشاء مي

نيسم غوطه ور شدن  از طريق مكاكوچك است، احتمالاً
)Snorkellin (در اين مكانيسم . شود باعث تخريب غشاء مي

هاي باردار مثبت مثل آرژنين و ليزين از طريق  اسيد آمينه
دهند و  هاي كناري باردار با سرهاي قطبي واكنش مي زنجيره

دهند سطوح هيدروفوبيك به داخل غشاء ليپيدي  اجازه مي
ين يك گروه گوانيدين دارد  اسيد آمينه آرژن.)21(نفوذ كند

. كه ساختار پهن دارد و بار مثبت را بيشتر پخش كرده است
علاوه بر آن اين اسيد آمينه امكان تشكيل پيوندهاي 

هاي منفي  كند و امكان پيوند با گروه هيدروژني را بيشتر مي
علاوه بر اين زمان خروج نمونه در  .فسفوليپيد بيشتر است

G1F3/RW ) 58تر از زمان خروج در  وتاهك ) دقيقه 

F3W)70توان ستون  مي. است)  دقيقهC18 را به عنوان 
كه طبق اين مدل زمان  )22(مدلي از غشاء در نظر گرفت

تر هيدروفوبيك  كنش  قوي گر ميان تر نشان خروج طولاني
توان گفت زمان خروج  بين ستون و پپتيد است و مي

يد آمينه آرژنين   مربوط به عدم وجود  اسF3Wتر در  طولاني
 G1F3/RWدر حالي كه در آنالوگ  .در اين آنالوگ است
زمان خروج نمونه از طرف ديگر . شود اين روند مشاهده نمي

F3/W با افزايش دما  از .  در دماهاي متفاوت خطي نيست
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شود در حالي كه در  تر مي ي زمان خروج طولان25 به 17
نمونه روج  خ، زمان با افزايش دما G1F3/RWآنالوگ 

در  درصد 5/0 با شيب C8آنالوگ معكوس از ستون 
شود و به صورت  تر مي كروماتوگرافي با فشار بالا كوتاه

  .كند خطي تغيير مي
و همكاران ثابت كردند كه پپتيدهاي آمفي لي 

پاتيك پتانسيل بالايي براي خود تجمعي دارند و اين موضوع 
در .  است نشان داه شدهHPLCبا كاهش زمان خروج در 

دماي پائين ارتباطي غير خطي بين زمان خروج پپتيد و دما 
دهد كه زمان خروج آنالوگ   نتايج نشان مي.)22(وجود دارد

F3Wدهنده  كند كه اين نشان  با افزايش دما افزايش پيدا مي
يعني اين پپتيد با تغيير يك آمينو . خود تجمعي پپتيد است
براي عملكرد استفاده مي    )carpet(اسيد از مكانيسم فرشي 

هر  .در اين مكانيسم، تجمع پپتيدها شرط لازم است. كند
ها به عنوان اسيد  چند كه تريپتوفان مثل فنيل آلانين  در كتاب

آمينه آبگريز در نظر گرفته شده است ولي در مقايسه با 
زنجيره كناري فنيل آلانين، تريپتوفان يك دي پل قابل توجه 

ي دارد كه باعث مي شود توانايي  و گشتاور چهار قطب
 و انتظار مي رود )23(تشكيل پيوند هيدروژني را داشته باشد

از طرف ديگر با تغيير اسيد  .كه فعاليت تا حدي بهبود يابد
 به تريپتوفان تغيير چنداني درميزان  3آمينه فنيل آلانين شماره 

 وانگ .شود فعاليت و الگوي رفتاري اين آنالوگ  ديده نمي
 با 13 همكاران نشان دادندكه جانشين سازي فنيل آلانين و

تريپتوفان عليرغم انتظارشان كاهش شديدي در فعاليت ضد 
دهد بدون اين كه تغييري در ساختار سه   ميبروزميكروبي 

 و 3توان گفت فنيل آلانين شماره  مي. )11(بعدي نشان دهد
 به علت سطوح هيدروفوب در دسترس نقش مهمي در 13
ليت دارند ولي موقعيت قرار گرفتن آنها هم مهم است به فعا

  2/1 ترمينال آيورين Cطوري كه  وجود تريپتوفان در انتهاي 
چون تريپتوفان از  .كند از خود تجمعي آن جلوگيري مي

تر است و يك مقدار بهينه اندازه  براي  فنيل آلانين حجيم
اليت  لازم است تا فع )Dimerization(كنترل دوپاره شدن

يعني با اين كه سطح  .ضد ميكروبي پپتيد حفظ شود
يل آلانين ن هم به اندازه ف3هيدروفوب  فنيل آلانين شماره 

و  است ولي تغيير در آن مشابه نتيجه كار وانگ 13شماره 
اين امر نشاندهنده اهميت موقعيت . همكاران نيست

  بر اساس اين  پيشنهاداستراتزيك در فعاليت پپتيدها است و
توان نتيجه گرفت كه كاهش  فعاليت ضد ميكروبي اين  مي

موتانت در كار آنها به كاهش پتانسيل پپتيد براي خود 
 .تجمعي مرتبط است

رسد تعـويض فنيـل آلانـين در موقعيـت           به نظر مي  
 ترمينال با تريپتوفان تـاثيري در       N توالي و در انتهاي      3شماره  

 c و   13ت شـماره    گـذارد وبـه انـدازه موقعي ـ       تجمع پپتيد نمـي   
يعنـي عـلاوه بـر تركيبـات امينـو اسـيدي            . ترمينال مهم نيست  

در . جايگــاه قــرار گــرفتن آنهــا هــم در فعاليــت مــوثر اســت 
آنالوگ معكوس هم كه تركيبات آمينو اسيدي در آن حفظ          
شده و تنها جهت تغيير كرده است، پپتيـد فعاليـت خـود را از               

مكانيسم عمل آنهـا    يعني در فعاليت پپتيد و      . دست داده است  
جايگاه قرار گرفتن اسـيد آمينـه هـا مهـم اسـت و در فعاليـت          

  .پپتيدهاي ضد ميكروبي بايد به اين مورد هم توجه كرد
  

  نتيجه گيري
   سـه آنـالوگ       2/1با هدف بهبود فعاليت آيـورين       

نتايج نشان داد كه وارد كردن اسيد آمينه         .طراحي و سنتز شد   
شود و غير فعـال      ايش فعاليت مي  باردار مثل آرژنين باعث افز    

دهـد كـه جهـت تـوالي در          بودن آنالوگ معكوس نـشان مـي      
عملكــرد ايــن پپتيــد مــوثر اســت و عــلاوه بــر تمــامي عوامــل 
موثرذكر شده  بر فعاليت پپتيدها، موقعيت قرار گـرفتن اسـيد            

هاي فعالي را بـراي پپتيـد هـم           ها نيز مهم است و جايگاه      آمينه
بهبـود نــسبي فعاليـت در آنــالوگ   . تــوان در نظـر گرفــت  مـي 

F3W  شود  گر اهميت جايگاه فعال است وپيشنهاد مي  نيز بيان
به  و  ها در طراحي دارو      براي بهبود فعاليت به تغيير اسيد آمينه      

  .ترمينال توجه بيشتري شود cهاي استراتژيك مثل  موقعيت
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  و قدردانيتشكر  
ــشگاه تربيــت مــدرس و    از معاونــت پژوهــشي دان

كزصنايع و معادن نوين كه در اجراي اين طـرح پژوهـشي            مر
  . شود همكاري نمودند تقدير و سپاسگذاري مي
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Abstract 
 
Background: Aurein 1/2 is a 13-residue peptide with a vast antimicrobial and anticancer 

activity. Two- dimensional NMR spectroscopy of peptide solubilized in the 70% TFE (2, 2, 2-
Trifluoroethanol) indicated an alpha-helical conformation. The mechanism of its action is not yet fully 
recognized. This study was designed to improve the antimicrobial activity and relationship between 
subsequence-activity in Aurein 1/2 and its analoges. Analogs of this peptide were designed and 
synthesized. 

Methods and Materials: The G1F3/RW and F3W analogs and retro - analog were synthesized 
with solide phase and purified via HPLC and lyophilized. These analogs were assayed by several 
methods: amino acid analysis, HPLC, and electrospray mass spectrometry. Then antimicrobial activity 
of the peptides was assessed by using the standard microdilution susceptibility test. 

Results: The data demonstrated that G1F3/RW analog had a higher activity and results of test 
figure of minimum inhibitory concentration for F3W analog had three levels. But the native, F3W 
analog and retro-analog was inactive. 

Conclusion: The higher activity of G1F3/RW in compare to F3W may be related to the 
positive charge of Arg that leading stronger interaction with the negative charges on the membrane 
surface. The result showed that reversed direction of aurein 1/2 significantly effects on activity of the 
peptide. It is also suggested inactivation of reto-analog amino acid type, position and size should be 
cautious for peptides designed as drug because it may be effect to control dimerization and 
maintenance of antimicrobial activity of the peptide. 
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