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ضد باكتريايي  به عنوان پپتيددياسترومر آن و  Brevinin2Rسنتز شيميايي فاز جامد 
 فعاليت-ومطالعه ساختار

 3احمد آسوده و 2، يداله اميدي1،*، حسين نادري منش1هاشم يعقوبي

  بيوشيمي - دانشگاه تربيت مدرس، دانشكده علوم زيستي، گروه بيوفيزيكتهران،  1
  كي تبريز، مركز تحقيقات نانو فناوري داروييدانشگاه علوم پزشتبريز،  2

  دانشگاه فردوسي مشهد،دانشكده علوم،گروه شيميمشهد،  3

 3/8/89: تاريخ پذيرش     6/7/89: تاريخ دريافت

  كيدهچ

 كه ديگر برخي و فيزيولوژيك تركيبات داراي عملكرد برخي . است مختلف تركيبات از سرشار دوزيستان پوست سطح ترشحات

كه حاوي  Brevinin-2R  تحقيق اين در. دهند مي تشكيل را دوزيستان اوليه دفاع از بخشي هستند ميكروبي ضد اليتفع داراي
پوست  از باشدكهآمينواسيد مي 25حاوي  Brevinin-2R .سنتز گرديددر ايران  فاز جامد  به صورتآمينواسيد براي اولين بار  25

 .ين پپتيد داراي خاصيت ضد باكتريايي بالقوه بوده وخاصيت هموليتيك ضعيفي داردا .شودمي ترشح Rana ridibundaقورباغه 
انتهاي كربوكسيل آن داراي لوپ است كه توسط يك  آب دوست و يازلحاظ خصوصيات ساختاري اين پپتيد داراي انتهاي آمين

ضد  ظور بررسي خصوصيات ساختاري،به من .مشترك است Ranaهاي اين ساختار در گونه شده است، پيوند دي سولفيدي ايجاد
د شفاز جامد سنتز  به صورت) D-leuدياسترومرهاي (Dپايداري پروتئوليتيكي آنالوگهاي  فعاليت هموليتيكي و باكتريايي،

و  αمارپيچ  مطالعات ساختاري نشان داد كه ساختار .دگرديييد أتطيف سنجي جرمي ودرستي توالي سنتز شده توسط دستگاه 
  گونه فعاليت هموليتيكي حتي تا غلظتهيچ D آنالوگ .كندمي ءته نقش بسيار مهمي را در فعاليت اين پپتيدها ايفاهيدروفوبيسي

g/mlµ 400 كه  در حالي .نشان ندادند از خودBrevinin-2R فعاليت ضد . به صورت جزيي داراي خاصيت هموليتيك بود
 CDفعاليت طيف . ي گرم منفي وگرم مثبت بيشتر بودباكتريهاهر دو  در D در مقايسه با آنالوگ MIC Brevinin-2R)(باكتريايي

گونه ساختار مشخصي ندارند ولي  نشان داد كه اين پپتيدها در محيط آب هيچ لتري فلورواتان TFE )درصد 50( محيط آب و در
درصد آلفا هليكس  Brevinin-2Rد يند كه در مورآ مارپيچ آلفا در مي به صورتباشد مي ءكه مشابه ساختار غشا TFEدر محيط 

پايداري . است درصد 53درصد آلفا هليكس محاسبه شده  Brevinin-2Rدر مورد . نسبت به آنالوگ خود تفاوت فاحشي داشت
  .به پروتئازها حساس است D در مقايسه با آنالوگBrevinin-2R پروتئوليتيكي نشان داد كه پپتيد

سنتز شيميايي فاز  ،، هيدروفوبيسيتهCDضد باكتريايي، وخاصيت هموليتيك، طيف  ، خاصيتBrevinin2R :كليدي واژه هاي
 جامد

  naderman@modares.ac.ir :يپست الكترونيك021 -82884458 :نويسنده مسئول، تلفن *

 مقدمه

 از داروهايي هستند كه بيشترين مصرف را بيوتيكهاآنتي 
مصرف بيش از اندازه داروهاي آنتي  وميان بيماران دارند 

بيوتيك به علت ايجاد مقاومت دارويي و عوارض جانبي 

به . مي تواند سلامت فرد را در معرض خطر قرار دهد
تيغ دولبه اي  بيوتيكهاعبارت ديگر مي توان گفت آنتي 

هستند كه مصرف صحيح آنها سبب كنترل عفونت و 
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نادرست آنها منجر به ايجاد مقاومت مصرف بي رويه و 
براي  بيوتيكهاوقتي آنتي . )19 و 2( دارويي خواهد شد

ي عفوني موفق عمل كردند، بيماريهانخستين بار در درمان 
بسياري از محققان بر اين باور بودند كه انسان توانسته براي 

ي عفوني غلبه كند؛ اما پس از گذشت بيماريهاهميشه بر 
و ايجاد  بيوتيكهاثير آنتي أتيجه كاهش تچندين دهه در ن

توانست نمقاومت دارويي، اين گروه از داروها ديگر 
 5( سلامت انسانها را در برابر عوامل ميكروبي تضمين كند

   .)28و 

در سالهاي اخير علاقه مندي محققان در زمينه تحقيق 
درباره حل مشكلات ناشي از مقاومت دارويي با استفاده از 

امروزه پپتيدهاي . است داشتها افزايش چشمگيري پپتيدها ب
صدها نوع از اين . خوبي شناخته شده انده ضدميكروبي ب

پپتيدها در موجودات زنده كشف شده اند و تعداد زيادي 
در چند . پپتيد دارويي ضدميكروبي نيز ساخته شده است

تا  10دهه اخير، جستجو براي داروهاي جديد از پپتيدها 
اي مورد توجه قرار گرفته و تلاشهاي زيادي  اسيدآمينه 40

در اين زمينه از سوي محققان و داروسازان انجام شده 
بررسي توسعه تجاري پپتيدهاي ضد . )5 و 3( است

ميكروبي در كشورهاي مختلف نشان مي دهد كه مي توان 
از داروهاي پپتيدي در مراحل مختلف درمان و براي درمان 

ونت مانند زخم پاي بيماران به عف موارد مختلف ابتلا
ديابتي، جوش صورت، عفونت غشاي مخاطي، ورم لثه يا 

 استفاده مننژيت به صورت موضعي، خوراكي يا سيستميك
  .)20و 15( كرد

چه چندين دهه از مطرح شدن پپتيدها به عنوان دارو  اگر
، اما عوامل مختلفي مانند هضم پپتيدها توسط مي گذرد

پروتئازها، كندي سرعت انتقال اين آنزيمهاي مختلف مانند 
نوع داروها از غشاء و انعطاف پذيري بالاي آنها 
محدوديتهايي را در استفاده از آنها به عنوان داروهاي 

كه مانع گسترش  استضدباكتريايي به وجود آورده 
داشتن نيمه عمر . مصرف آنها در ميان بيماران مي شود

آنها در مقايسه با موله كردن ركوتاه و بالابودن هزينه ف
. داروهاي جديد نيز از ديگر معايب اين گروه از داروهاست

علاوه بر اين، پپتيدها تركيباتي هيدرفيليك يا آب دوست 
، 11، 9(هستند و نمي توانند از مانع مغزي خوني عبور كنند

از سوي ديگر، بسياري از محققان با توجه به . )26و  16
ي بالايي برخوردار بوده و اينكه پپتيدها از فعاليت زيست

هزينه درماني بسيار پايين تري را به بيمار تحميل مي كنند 
اين تركيبات را كانديداهاي خوبي براي سنتز داروها مي 
دانند، همچنين يكي از مهم ترين مزاياي پپتيدها به عنوان 

چنين داروهايي عوارض جانبي  دارو اين است كه معمولاً
سميت پايين، مشكلاتي را براي  نداشته و به علت داشتن

اما بايد اين نكته را مورد  .بيمار به وجود نخواهند آورد
توجه قرار داد كه استفاده از پپتيدها به عنوان دارو مستلزم 
ايجاد تغييراتي در اين تركيبات است تا از خواص دارويي 

و اختصاصي  مناسب مانند پايداري متابوليكي، تمايل بالا
خصوص برخوردار ه ب آنزيم يا گيرنده بودن براي يك

    .)12و  21(شوند

 از بار اولين -Brevinin)2(2 - بروينين خانواده اولين عضو

 Ranaتالابي ژاپن  قورباغه نوعي پوست ترشحات

brevipoda porsa بروينين خانواده پپتيدهاي. شد استخراج 

 در رانا جنس دوزيستان در اي بسيارگسترده توزيع ، 2 -

 2 – بروينين خانواده عضو چهارده تاكنون .دارد آسيا و ااروپ
 شده شناسايي Rana esculentaمعده و پوستي ترشحات از

 رسد مي عضو پانزده بهR2- بروينين كردن  لحاظ با كه است
 شباهت  R.ridibundaجنس  از R2-بروينين  .)13 و 1(

 همچنين .دارد R.esculenta گونه Ee-2 بروينين زيادي به

 . دارد Ej-2 بروينين به زيادي شباهت R2- بروينين  تيدپپ
براي اولين بار توسط آسوده و همكاران  R-2 بروينين )25(
 Rana معمولي  مردابي قورباغه پوستي ترشحاتاز  )23(

ridibundaدر بيشتر گونه اين پيدايش محل. جدا گرديد 
اين پپتيد حاوي  .روسيه است و خزر درياي شمالي ساحل

ازلحاظ خصوصيات ساختاري اين . باشدينواسيد ميآم 25
انتهاي كربوكسيل  آب دوست و يپپتيد داراي انتهاي آمين
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آن داراي لوپ است كه توسط يك پيوند دي سولفيدي 
مشترك Ranaهاي اين ساختار در گونه شده است، ايجاد
  . است

بدنه اصلي  دراز روش تغيير نوع اسيد آمينه  تحقيقدر اين 
مطالعه سنتز و حاضر،  تحقيقهدف . شدتفاده پپتيد اس

-Sami آن يعني  آنالوگو  R-2 فعاليت پپتيدهاي بروينين

D لوسين  ايه آمينه اسيدكه تمام)Leu(  آن از نوعD است، 
- مطالعه فعاليت ضد ميكروبي ، مطالعه ارتباط توالي و

. ثر بر فعاليت پپتيدها استؤساختار و بررسي عوامل م
تلاش براي پيدا كردن كليدي براي  هدف بلند مدت، 

مي ي يطراحي منطقي پپتيدهاي ضد ميكروبي جديد دارو
هدف نهايي تحقيق در اين زمينه مهندسي پپتيد با . باشد

بيشتر و مقاومت در  سميت كمتر ، فعاليت ضد ميكروبي
همچنين تلاش براي ايجاد  .پروتئازها است برابر هضم
ويژه سلولهاي ه اريها بثر بر عليه انواع بيمؤداروهاي م

 .سرطاني است

  مواد و روشها
واكنشگر هاي و همه  رزين، سيد آمينه هاي محافظت شدها

تمام مواد . خريداري شد) آلمان(سنتزي از شركت باخم 
حلالهاي . داشتند درصد 99شيميايي خلوص بيش از 

) آلمان(از شركت مرك  TFEو HPLCشيميايي براي 
ثبت و منفي از پژوهشكده مسوشهاي گرم . خريداري شد

  .صنعتي گرفته شد –علمي 

 Sami-D آنالوگ ،  R-2 پپتيدهاي بروينينسنتز شيميايي 
 آنالوگ و  R-2 پپتيدهاي بروينينسنتز شيميايي : و تخليص

Sami-D  2با استفاده از رزينCl-Trtcl  و تكنيكFMOC 
با استفاده از   FMOC-Cys(Trt)در ابتدا . انجام شد

DIEPA محيط  درDMF:DCM (1:1)  دقيقه  30به مدت
براي . در دماي اتاق به هم زده شد تا به رزين متصل گردد

 20ميلي ليتر پي پيريدين  FMOC ،25/1حذف گروه 
به ظرف واكنش اضافه شد و مخلوط ) DMFدر ( درصد

مقدار كمي از رزين . دقيقه به هم زده شد 30به مدت 
مينان از حفاظت توسط آزمايش نين هيدرين، براي اط

آزمايش نين هيدرين  FMOCي گروه محافظت كننده يزدا
. يد انجام واكنش بودؤكه رنگ آبي مروي رزين انجام شد 

منفي  باشد، زرد تا بيرنگ اگر و مثبت باشد شده آبي اگر (
براي .  )است  جدا نشده  از اسيد آمينه FMOCيعني گروه 
يد آمينه دوم به كه اضافه كردن اس) كوپل كردن(گام اتصال
به ظرف واكنش اضافه شد و   DIEPAو  TBTU اول است
آزمايش نين هيدرين (ساعت تكان داده شد  2به مدت 
به ترتيب  .)رنگ زرد نشانگر انجام واكنش بود. انجام شد

براي اضافه كردن اسيد آمينه بعدي سه مرحله اتصال، 
حذف گروه محافظت كننده و اتصال اسيد آمينه بعدي و 

  .سپس آزمايش نين هيدرين براي هر گام انجام شد 

در صورت لزوم اين زمان مي تواند طولاني تر باشد از (
اسيد آمينه ده به بعد مدت زمان اتصال اسيد آمينه به اسيد 

  ).ساعت شد  4آمينه بعدي 

 5/2براي مرحله شكست كامل و جدا كردن پپتيد از ستون
 TFA)(يك اسيد تري فلورو است درصد 95سي سي محلول 

به آن افزوده شد و به TIS  درصد 5/2آب و درصد 5/2
 بخش اين .گرديد سياه ساعت تكان داده شد رزين 2مدت 

سپس قطره قطره از دي  .انجام گيرد هود زير بايستي حتماٌ
به آن اضافه شد كه ) تقطير شده بود كه قبلاً(اتيل اتر سرد 

مشاهده  بعد از. كم كم رسوب سفيد رنگي تشكيل شد
ال چساعت در يخ 24مدت ه رسوب سفيد رنگ فالكونها ب

دقيقه در دور  5مدت ه سپس فالكونها ب .نگهداري شد
. وژ شد و دي اتيل اتر از رسوب جدا گرديديسانتريف 3000

 C8آماده شد و با ستون   HPLCنمونه براي جداسازي با 
استونيتريل اولين جداسازي  درصد 1نيمه آماده سازو شيب 

  .انجام شد

 دي براي تشكيل پيوند: سولفيدي– دي نحوه تشكيل پيوند

 mM 20تر از ايينپسولفيدي در ابتدا پپتيدها در غلظت –
 درصد 10در حضور ) M 01/0 )pH 7بافر فسفات 
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DMSO مدت ه بعد در دماي اتاق ب )27و29( حل گرديد
در اين مدت از نمونه در  .يك شبانه روز هم زده شد

– دي ي مختلف به منظور تشكيل پيوندفواصل زمان

بررسي  HPLCسولفيدي برداشته شد و توسط دستگاه 
بعد از خالص كردن نمونه ها به منظور اطمينان . گرديد

ييد أت Massسولفيدي توسط – دي بيشتر از  تشكيل پيوند
 .گرديد

 (MIC) تعيين: پپتيدها (MIC) مهاري غلظت حداقل تعيين
 ايمن ملي كميته شده يهتوص كلاسيك روش اساس بر

 توسط كه شود مي (NCLSS) استاندارد و آزمايشگاهي
Hancock استاندارد نيز كاتيونيك پپتيدهاي براي تغييراتي با 

 . )18( است گرديده

به لوله  MHAاز سويه هاي كشت داده شده در پليتهاي 
ميلي ليتر تلقيح انجام داده و به مدت  MHB  5هاي حاوي 

 rpm 180 درجه و تكان دادن با  37در يك شبانه روز 
برابر  20پپتيد مورد نظر در آب مقطر به ميزان  .انكوبه شد

غلظت مورد نياز تهيه شد و در يك حجم از محلول 
 10رقيق شد تا  درصد BSA 2/0و درصد 1/0اسيداستيك 

باكتري كشت . دگرديبرابر غلظت ماكزيمم مورد نياز تهيه 
  CFU/ml  5 10*7-2نموده تا  را رقيق MHBداده شده در 
در اين مرحله لوله هاي مك فارلند تهيه شد . (به دست آمد

 100مقدار  .)و مقايسه كدورت با اين لوله ها انجام شد
ميكروليتر از سوسپانسيون ميكروبي در هر چاهك از 

 100 ،12در ستون . منتقل شد 11الي  1ستونهاي 
اهد دستگاه لوله ش(اضافه شد   MHBميكروليتر محيط

 1به هر چاهك  X 10ميكروليتر از پپتيد  11مقدار  .)الايزا
كنترل باكتري به تنهايي و  11ستون (اضافه شد  11الي 

چاهكهاي اطراف چاهكهاي نمونه توسط  .)بدون پپتيد بود
درجه سانتي گراد  37پليتها در . آب مقطر استريليزه پرشد

با دستگاه  جذب چاهكها. ساعت انكوبه شد 24- 18براي 
ين ترين غلظت پپتيد است كه يپا MIC  .الايزا خوانده شد

  .رشد را كاهش داده است درصد 50بيش از 

  لوله يك در را انسان تازه خون ml 5: پپتيد هموليز سنجش

 دقيقه، 10مدت  به rpm 4500 دور در و ريخته هپارينه
 شسته  PBSبا را قرمز هاي گلبول سپس و نموده سانتريفيوژ

 ml در قرمز گلبولهاي و شود شفاف ي كاملاًيرو محلول ات

PBS 20 گرديد رقيق.  

μl 190ميكروفيوز هاي لوله در را سلولي سوسپانسيون از 

 شده رقيق سريالي به صورت كه پپتيد نمونه μl 10 و ريخته

 مدت به نمونه .گرديد اضافه به آن )x20  سريالهاي(است 

 پس از آن شد انكوبه درجه سانتي گراد 37در  دقيقه 30

 μl گرديد وژيسانتريف 4000 دور دقيقه در 5 مدت به ها لوله

 رقيق PBS بافر ml1 حجم تا را رويي از محلول 100

 در نسبي OD .شد قرائت nm 567در  جذب آن و گرديده

 100تريتون  درصد 2/0 سلولي كه سوسپانسيون با مقايسه

X- 17(.گرديد است محاسبه هموليز درصد 100معيار  كه(  

 هاي پپتيد هاي مهاركننده از يكي: پايداري پروتئوليتيكي

 ميزان ارزيابي براي .هستند پروتئازها ميكروبي، ضد

حضور  ، درهاپپتيد اين مهاركنندگي و مقاومت حساسيت يا
در  Sami-D آنالوگ و  R-2 بروينين . شد استفاده تريپسين

PBS (pH7.4)   ور تريپسين حض ، درهاپپتيد. حل گرديد
 ml1.5در ويالهاي )  W/Wپپتيد / آنزيم ( 1:250به نسبت 

ساعت قرار گرفت،  4مدت ه بدرجه سانتي گراد  37دماي 
با اضافه  فعاليت تريپسين  از اين مدت زمان مهار پس

  soybean (Sigma) II-S ,تريپسين تيپكردن مهار كننده 
سنجش  ها براينمونه سپس. زمانهاي مختلف انجام شددر 

 فعاليت ضد باكتريايي باقيمانده مورد استفاده قرار گرفتند
  .)22 و 14(

 پپتيدها در CDطيف : طيف سنجي دورنگ نمايي دوراني

20 mm فلورو تري درصد 50 و فسفات سديم بافر 

 اسپكتو كمك به فسفات سديم بافر در  ( TFE)اتانول

. صورت پذيرفت J-715هاي جاسكو مدل مدل پلاريمتر
 .ه استشدارائه پارامتر بيضي واري مولي ها بر اساس طيف

 .ابطه زير  محاسبه گرديدراز  اين پارامتر 
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[θ]= θ× 100MRW/cl 

C ميلي گرم بر ميلي ليتر، برحسب پپتيد  غلظتl  طول
بيضي واري  مولي برحسب  θمسير نور برحسب سانتيمتر، 

مانده ميانگين وزن هر  ، MRWو  λدرجه در طول موج 
نانومتر و سرعت اسكن  2پهناي باند . استو اسيدي آمين

براي ثبت طيف پپتيد به . نانومتر در دقيقه انتخاب شد  100
ميلي متر استفاده شد و  10و 1از كووتهايي با طول  ترتيب

 سنجي انجام طيف پپتيدها از μg/ml 200غلظت حدود در

 J-715افزار جاسكو  پارازيتهاي طيف به كمك نرم .گرفت
 . ين رفتاز ب

براي محاسبه درصد ساختار دوم پروتئين، طيفهاي ناحيه 
دور دورنگ نمايي دوراني با استفاده  از نرم افزار شركت 

بررسي شده و در صد مارپيچ )  1-10- 02نسخه (جاسكو 
. تعيين گرديدكويل راندومو شكل  β، خم βآلفا، صفحات 

از فرمول همچنين در مواردي درصد مارپيچ  آلفا با استفاده 
  :زير محاسبه گرديد

α-Helix(%)=([θ]222+2340/-30300)×100 

 [] 222  نانومتر مي  222بيضي واري مولي در طول موج
 250تا  190ز 1درجه سانتي گراد  25طيفها در  .باشد

پپتيدهاي ليوفيليزه شده در آب . نانومتر اندازه گيري شد
م و اجديونيزه حل شد و سه اسكن براي هر نمونه ان

مقادير بيضي واري بر حسب ميلي . دگرديميانگين محاسبه 
درجه به بيضي واري مولي تبديل شد و بر 

اندازه گيري  .)8و  6( بيان شد  deg.cm2dmol-1اساس
   .)31( انجام شد  Waddlleغلظت پپتيدي با روش

  نتايج
 در دستي صورت به و آزمايشگاه شرايط در پپتيدها: سنتز

 مرحله هر از پس .شدند شير سنتز داراي يا شيشه ستونهاي

 .شد هيدرين انجام نين آزمايش محافظ، كردن جدا و اتصال
رخه كامل سنتز و اتمام مرحله آخر به كمك چپس از طي 

 آب درصد TFA 5/2)(تري فلورو استيك اسيد  درصد 95
ساعت كه تكان داده شد،  2به مدت  TIS  درصد 5/2و

 زير بايستي حتماٌ بخش اين و در ضمن شود مي سياه رزين(

و سپس قطره  هپپتيدها از رزين جدا شد) انجام گيرد هود
كم كم رسوب  تاقطره از دي اتيل اتر سرد به آن اضافه 

   .سفيد رنگي تشكيل شد

  :شدند نامگذاري ترتيب اين به پپتيدها

  R 2   CKLSGQCKLKNFAKGVAQSLLNKAS-بروينين

 D-Sami)دياسترومر(CSGQLKCNKASLLKNFAKGVAQSLK   

 C18ابتدا هر دو نمونه براي اولين بار با ستون : تخليص
تيد آزمايش شد و محل پپاي با تزريق بسيار كم تجزيه

بزرگترين پيك است، تعيين  "خروج نمونه كه احتمالا
و   نيمه آماده ساز C18مونه با ستون بعد از آن هر ن. دگردي

) 2و  1(با مقادير بيشتر خالص شد اشكال  درصد 1شيب 
اي خلوص بالاي تجزيه C18و در تمامي موارد با ستون 

  .ييد شدأت درصد 98

 R-2 بروينينحاً زمان باقيماندن لاطزمان خروج و يا اص
 بود كه نشان دهنده آب Sami-Dو  آنتر از آنالوگ طولاني

  .نسبت به آنالوگ است R-2 بروينينريزتر بودن گ

آن با  و آنالوگ R-2 تعيين وزن مولكولي پپتيد بروينين
تأييد نهايي وزن مولكولي : جرمي سنجي طيف استفاده از

 سنجي طيف آن با استفاده از و آنالوگ R-2 پپتيد بروينين

  .جرمي در دانشگاه سنگاپور انجام شد

و  R – 2 بروينين پپتيد ضدميكروبي فعاليت ارزيابي
 فعاليت: ميكروبي استاندارد سوشهاي عليه آن آنالوگ

 مثبت وگرم منفي گرم باكتريهاي عليه R-2 بروينين ميكروبي

  گرديد تعيين (MIC) مهاري غلظت تعيين حداقل روش به
 ضد قدرت 1-جدول  در .تايي انجام شد 96كه در پليت 

منفي  گرم و مثبت رمگ عليه باكتريهاي پپتيد اين ميكروبي
 12/5-0/39بين MICدر محدوده  R-2 بروينين. است آمده

µg/ml   وSami-D  100-0/75بين µg/ml باكتريها از طيفي 

 Staphylococcusباكتري  در اين بين،. برد مي بين از را
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epidermidis ترين و حساسPseudomonas aeruginosa  است در اين جدول باكتري ترين مقاوم.  

 
  سولفيدي– دي فاقد پيوند) ب(سولفيدي – دي پيوندداراي ) الف( R-2 پپتيد بروينينكروماتوگرام  -1 شكل

 
 سولفيدي– دي فاقد پيوند) ب(سولفيدي – دي پيوندداراي ) الف( R-2 بروينين(Sami-D)   پپتيدكروماتوگرام  -2 شكل

  هاي استاندارد باكترياييوشوآنالوگهايش بر عليه س R-2 بروينين MICمقادير  1-جدول 

 Sami-DBrevinin-2RBacteria                     

 25            6.25 MRSA(Methicillin resistant S. aureus) 

 3.12 0.78 1015 (Bacillus cereus) 

 6.25 1.56 1112 (Staphylococcus aureus)  

 0.78 0.39 1114 (Staphylococcus epidermidis) 

 100 25 ATCC27853 (Pseudomonas aeruginosa)  

 25 12.5 ATCC13883 (Klebsiella pneumonia)   

 12.5 0.39 ATCC2592 (Escherichia coli) 

الف

ب
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 غلظتهاي هموليزي در فعاليت: هموليزي فعاليت تعيين

هاي  تارتيروسي و آنالوگ آن عليه  R-2 مختلف بروينين
 nm 567جذب  ميزان گيري اندازه با .شد انسان سنجيده

 و  X100تريتون درصد  2/0، كنترل مثبت  PBSكنترل منفي 
 هموليزي نسبي فعاليت ، شده تيمار مختلف هاي نمونه

 پپتيد .است آمده 3 طور كه در شكل همان گرديد محاسبه

درصد 7/0 داراي µg/ml 400تا غلظت  R- 2بروينين 
در مقايسه با بسياري  هموليزي است كه اين  مقدار فعاليت

پايين است، جالب اين  از پپتيدها از جمله مليتين ها بسيار
 هيچ µg/ml 400حتي تا غلظت  Sami-Dاست كه آنالوگ 

هموليزي از خود نشان ندادند كه اين مقدار از  گونه فعاليت
 يكي از اين پپتيدها خيلي زياد است كه MICمحدوده 

 آنالوگهاي طراحي شده اين هاي بسيار مطلوبويژگي

  . شودمحسوب مي

  
  R-2 مختلف بروينين غلظتهاي هموليزي در بررسي فعاليت -3 شكل

  هاي انسان ارتيروسيت و آنالوگ آن عليه

يكي از مشكلات عمده : ايداري در برابر هضم پروتئازهاپ
ضدميكروبي هضم سريع آنها توسط  در تمام پپتيدهاي

اين . مي باشد هاي موجود در جريان خون و سلولهاپروتئاز
عنوان ه تواند يك مانع بزرگ براي استفاده از آنها بعامل مي

پيوندهاي پپتيدي به راحتي توسط . ر باشدثؤداروهاي م
يك روش آسان براي افزايش . شوند پروتئازها شكسته مي

ايداري پپتيدها حلقوي كردن و جايگزين كردن اسيدهاي پ
  .است Lجاي ه ب Dنوع آمينه 

و   R-2 فعاليت ضد باكتريايي باقيمانده بروينين - 4شكل 
 Staphylococcusآنالوگ آن را بر روي باكتري گرم مثبت 

epidermidis  ساعت در معرض تريپسين  4مدت ه كه ب
بوده و در زمانهاي مختلف فعاليت ضد باكتريايي بررسي 

  .دهدشده است را نشان مي

  
و آنالوگ آن بر   R-2 پپتيد بروينين حساسيت ميزان سيبرر -4 شكل

  روي باكتري گرم مثبت

ساعت تغيير  4طوري كه مشخص است، در مدت  همان
صورت Sami-Dزيادي در فعاليت ضد باكتريايي آنالوگ 

فعاليت خود را حفظ كرده است درصد  90نگرفته است و 
اليت در مقايسه با آنالوگ كاهش فع  R-2 پپتيد بروينين، 
درصد  20دهد كه اين مقدار شمگيري از خود نشان ميچ

حالت اوليه است كه نشان دهنده نقاط حساس زياد به 
  .هضم تريپسين است

 ساختار دوم: دوراني دورنگ نمايي طيف از حاصل نتايج 

 CDسنجي  طيف طريق و آنالوگ آن از  R-2 پپتيد بروينين
 محاسبه)  TFE(فلوئورو اتانول تري غياب و حضور در

 Mm50اين پپتيدها در  CDطيف ) 6و  5(اشكال . گرديد
تري درصد  50بافر سديم فسفات و در محلول هيدرفوب 

ه كه محيطي شبيه ساختار غشاء را ب)  TFE(فلوئورو اتانول
  .دهدآورد، نشان ميوجود مي
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 پپتيدهاي شود همانند اكثرطور كه از اشكال ديده ميهمان

ساختار  مايي هيچيك از پپتيدها هايمحلول در ضدميكروبي
ندارند و بيشتر به حالت راندوم كويل ديده  خاصي منظم و

 و  SDS: مانند(محيطهاي هيدرفوب  در ولي  شوند،مي

TFE (داراي ساختار دوم مارپيچ-  α  در جدول  .هستند-
نيز مقادير مختلف عددي ساختار دوم نشان داده شده  2

 .است

 

بافر  Mm50و آنالوگ آن در   R-2 يد بروينينپپت CDطيف  -5شكل 
 سديم فسفات

  
و آنالوگ آن در حضور تري   R-2 پپتيد بروينين CDطيف  -6شكل 

 ) TFE(فلوئورو اتانول

  nm 260-195بين طول موج  TFE درصد 50و آنالوگ آن در غياب و در حضور  R-2 مقادير مختلف عددي ساختار دوم پپتيد بروينين 2-جدول 

TFE (50%)  H2O   
Sami-D  Brevinin-2R Sami-D  Brevinin-2R  

17/7    53/0  6/8    14/3 Helix  

19/6    2/7  20/7    18/9  Antiparallel  

4/9    4/0  5/4    14/3  Parallel  

17/4    18/9  19/9    13/5  Beta-Turn  

40/8    21/9  47/8    40/7  Rndm. Coil  

100/4    100/5  100/6    101/7  Total Sum%  

  گيريو نتيجه بحث
 و باديها آنتي و آنزيمها به نسبت ضدميكروبي پپتيدهاي

 خود هدف به نسبت كمتري ويژگي از هورموني رسپتورهاي

 باكتري ضد پپتيدهاي عمل - ساختار مطالعات .دارند برخور

 مثبت خالص بار و پاتيك آمفي ساختار كه است داده نشان

. رود ميشمار به ضدميكروبي فعاليت اصلي عوامل از
 كه است اين در ميكروبي ضد هاي پپتيد ديگر ةمشخص

 ميكروبي ضد هاي پپتيد .باكتريهاست غشاء آنها هدف

 مي ميكروبها يغشا ريختن هم بر موجب دترجنتها همانند

 با پپتيدها مثبت عوامل بين بار - بار كنشهاي برهم .گردد

 پاتيك آمفي ساختار وتشكيل اتصال در غشاء منفي عوامل

 منفي بار با عوامل داراي باكتريها يغشا )4(است روريض

 داراي ديگر طرف از هستند LTAو  LPS: همانند

 منفي بار كه است ليپين كارديو و گليسرول فسفاتيديل
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 سلولهاي يغشا .دارد يوكاريوت سلولهاي يغشا از بيشتري

 . )23و7(است كولين فسفاتيديل داراي بيشتر يوكاريوت

و آنالوگ آن براي  2Rوينين تيدهاي بردر اين تحقيق پپ
باشد از طريق اسيدآمينه مي 25كه داراي در ايران اولين بار 

تمام پپتيدهاي ضدميكروبي شناخته  . گرديدفاز جامد سنتز 
و  20 ،15، 11( شده داراي دو خاصيت خيلي مهم هستند

26(:  

 دارا بودن بار مثبت بالا .1

 دارا بودن هيدروفوبيسيته بالا .2

 گرددين تحقيق بدون اينكه بر روي بار تغييراتي ايجاد در ا
لوسين در آنالوگ - Dلوسين با -Lتمام اسيدهاي آمينه 

Sami-D  اين تغييرات ايجاد شده در ساختار . گرديدجابجا
خود را نشان داد تغييرات  MICگونه كه در  همان

- نسبت به پپتيد بر Sami-Dچشمگيري را بر روي فعاليت 

ت و نشان داد كه فعاليتش بر روي باكتريهاي داش 2Rوينين 
دليل اين امر . است يافتهگرم مثبت و گرم منفي كاهش 

دلالت بر اين موضوع دارد كه در تمام پپتيدهاي 
آستانه بين بار مثبت و ضدميكروبي شناخته شده يك حد

هيدرفوبيسيته وجود دارد كه هر عاملي كه باعث به هم 
ب كاهش فعاليت پپتيدهاي خوردن اين تعادل گردد موج

 يباكتريها در مقايسه با غشا يغشا. شودضدميكروبي مي
بار مثبت . سلولهاي پستانداران داراي بار منفي زياد است

- باكتريها برهمكنش يوني ياين پپتيدها با بار منفي غشا
دهد و در مرحله بعد اين هيدروفوبيسيته يوني انجام مي

ند و باعث نفوذ اين كاست كه نقش خود را ايفاء مي

عواملي كه . شوددولايه ليپيدي باكتريها مي يپپتيدها به غشا
باعث به هم خوردن اين تعادل شود باعث كاهش فعاليت 

-Samiمورد پپتيد  گردد كه در اين تحقيق دراين پپتيدها مي

D كه به دليل دارا بودن اسيدآمينه نوع  شد هشاهدمD 
است كه اين موضوع وقتي ه يافتهيدروفوبيسيته آن كاهش 

شوند مشاهده خارج مي HPLCها از ستون كه نمونه
 سريع 2Rوينين نسبت به بر Sami-Dكه نمونه  گردد مي

همچنين ساختار دوم مارپيچ . شودتر از ستون خارج مي
نيز  درصد TFA 50در محيط  CDدست آمده از ه آلفاي ب

محيط شبه  در 2Rوينين كند كه براين موضوع را تأييد مي
كند كه اين غشايي ساختار آلفا مارپيچ مناسب ايجاد مي

. ساختار براي ورود به درون غشاي باكتري مناسب است
 Sami-Dنسبت به   2Rوينين در مورد بالا بودن هموليز بر

سلولهاي پستانداران در  يتوان گفت كه در غشانيز مي
ابراين در بن. باشدمقايسه با باكتريها داراي بار خنثي مي

اينجا نيز هر پپتيدي كه داراي هيدروفوبيسيته بيشتري باشد 
شود كه در مورد باعث ليز بيشتر سلولهاي پستانداران مي

-Samiهمچنين به دليل اينكه . گرديد هشاهدم 2Rوينين بر

D  داراي اسيدآمينه نوعD -2وينين لوسين در مقايسه با برR 
سين مقاومت بيشتري از باشد در برابر هضم آنزيمي تريپمي

دهد چون آنزيمهاي طبيعي انسان قادر به خود نشان مي
نتايج نشان داد كه  .نيستند Dآمينه نوع هضم اسيدهاي

 كاهش يابدشود كه فعاليت پپتيد  كردن باعث مي دياسترومر
همچنين تحقيق نشان داد كه عواملي كه باعث پايداري 

و  24( ت منجر شودتواند به كاهش فعالي شود مي پپتيد مي
30(. 
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Abstract 

Brevinin-2R, consisting of 25 amino acid residues, from the skin of the frog Rana 
ridibunda has potent antimicrobial and low hemolytic activity. From a structural point 
of view, this peptide has an N-terminal hydrophilic region, and a C-terminal loop region 
delineated by an intra-disulfide bridge, which is a common structural feature of 
antimicrobial peptides from Rana species. To investigate the structural features for 
antimicrobial, hemolytic activity and proteolytic stability, analogues diastereomer Sami-
D brevinin-2R were synthesized and characterized. Structure-activity relationship 
studies revealed the importance of the amphipathic α-helical conformation of the 
reported peptides in inducing antimicrobial effects. Analogues D shows lower 
antimicrobial activity than brevinin-2R and did not show any hemolytic activity up 400 
µg/ml whereas the brevinin-2R show low hemolytic activity. Circular dichroism spectra 
and the retention time on the C18 reverse phase column revealed that the brevinin-2R 
formed an amphipathic loop which increased hydrophobicity and helped to induce the 
α-helical structure in the membrane-mimetic environment. The hemolytic activity of 
brevinin-2R and its analogs also correlated well with the retention time and the α-
helicity.  

Keywords: Brevinin-2R; Antimicrobial peptide; Secondary structure; Hemolytic 
activity 
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