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  آنتي تريپسين در حالت طبيعي و پليمر -1 –مطالعات ساختار آلفا 
  1بتول اعتمادي كيا و 1افشين محسني فر ، 3بيژن رنجبر ، 3سامان حسين خاني ، 2معصومه نژادعلي ، 1عباس لطفي

  گروه بيوشيمي ،دانشكده علوم پزشكي ،دانشگاه تربيت مدرس ،تهران  1
  دانشگاه آزاد اسلامي ،گرمسار  2    

  گروه بيوشيمي ،دانشكده علوم ،دانشگاه تربيت مدرس  ،تهران  3

 27/6/85:تاريخ پذيرش    29/5/84:تاريخ دريافت

  چكيده

باشد كه از  مي آمينهاسيد  394عضوي از خانواده بزرگ مهار كننده سرين پروتئازها است وشامل ) AAT(آنتي تريپسين  - 1- آلفا
محيطي  عواملاي و  موتاسيونهاي نقطه .است شده و يك لوپ واكنش گر  تشكيل) A-I(آلفا مارپيچ  9و ) A-C(بتا صفحه  3

پروتئين در نتيجه ـ پروتئين  و در نتيجه با ميان كنش .را ناپايدار نموده و ساختار پروتئين را تخريب كند A صفحه بتاتواند  مي
اين پليمرها در  .شيت شودـ  پليمر لوپ يلتشكمولكول ديگر موجب  ييك مولكول سرپين به صفحه بتا باقيمانده هاي تصالا

را تشكيل ميدهد كه منجر به تعدادي از بيماريها مانند  هابادي  يابند و انكلوزيون شبكه اندوپلاسمي سلولهاي كبدي تجمع مي
وجب تغيير ما فاكتورهايي را كه م در اين مطالعه. شود يزم و ترمبوز ميفنوزادي، سيروز كبدي، كارسينوماي كبدي، آم هپاتيت

هاي طيف با استفاده از روش AATبر روي پليمريزاسيون ) زمان انكوباسيون درجه حرارت، غلظت،(شود  ساختار فضايي مي
نيز  الكتروفورز ژل پلي اكريل آميدنتايج حاصل از  .و فلورومتري بررسي نموديم دو رنگ نمايي دورانيسنجي و  سنجي، كدورت
در حالت طبيعي پس از  AATكند بر اين اساس  يد ميتأي ا در حضورفاكتورهاي محيطي فوقر پليمريزاسيوناز چندين مرحله 

 .شود شيت بصورت چندين باند ديده مي ـدر حالي كه در پليمرهاي لوپ شود  ظاهر ميمهاجرت به صورت يك باند منومر 
شده كه نهايتاً اين  AATات اساسي ساختاري در كه عواملي از قبيل دما ، غلظت ، مي تواند موجب تغييرگيريم  بنابراين نتيجه مي

تغييرات به پليمريزاسيون آن مي انجامد ؛ بعلاوه پليمريزاسيون با درجات مختلفي روي داده و منجر به كاهش فعاليت مهاري 
  . گردد پروتئين مي

ش گر، صفحه بتا، مارپيچ آلفا ، آنتي تريپسين ، لوپ واكن -1-، آلفا ) سرپين(مهاركننده سرين پروتئيناز  :واژه هاي كليدي
 پليمريزاسيون

  ab@modares.ac.ir–lotfi: كيالكتروني، پست 09123875493: نويسنده مسئول، تلفن تماس *

  مقدمه
) 8(حدوداً ) ن هايپسر(ن پروتئازهاي سري همه مهاركننده

مارپيچ  7-9صفحه بتا و  3 اسيد آمينه دارند كه حاوي 400
آلفا  .)3(همچنين داراي يك لوپ واكنش گر هستند  و آلفا

آنتي تريپسين عضو اصلي خانواده مهاركننده سرين  - 1-
است  kD52پروتئازها و يك گليكوپروتئين پلي مورفيك 

توسط يك ژن منفرد در بازوي بزرگ كروموزوم عمدتاً كه 

منوسيتها مهمترين  در هپاتويستها و. ساخته مي شود 14
نقش سريين ها مهار پروتئاز مي باشد كه براي انجام اين 

سرپين در جايگاه فعال  )RCL(هدف لوپ واكنش گر 
سپس اين لوپ واكنش گر توسط  ،اندازد پروتئاز لنگر مي

، در حاليكه پروتئاز شكسته و با يك مكانيسم تله موشي
 Aاي صفحه بتداخل  بسرعت پروتئاز به آن متصل است،
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شود، كه اين عمل موجب تغيير بناي فضايي پروتئاز مي  مي
پروتئاز حاصل  –سپس كمپلكس سرپين  )11و1،4،6( دگرد

رسپتورهاي كمپلكس  از جملهتوسط چندين گيرنده 
، بسرعت از  VLDLو  LDLسرپين و رسپيتورهاي  –آنزيم

  .حذف مي شودجريان خون 

زمينه ساز  بسيار مهم است، چون AATاطلاعات ساختاري 
و  AATفهم دقيق مكانيسم اختلالات ناشي از عملكرد 

 ترين  از شايع )7(اعضاي ديگر خانواده سرپين هاست 
د، ساختارهاي غيرفعال اين مهاركننده ها فرم پليمر مي باش

 انواع مختلفها مرتبط با كه اين فرم در برخي از بيماري
ل آمفيزم، ها ديده مي شود، اين بيماريها شامسرپينژنتيكي 

 AATپليمزيزاسيون  .)11و5(سيروزكبدي، ترمبوز است 
نتيجه اتصال لوپ واكنش گر يك مولكول به صفحه بتاي 

A  ياC دو فرايند مولكولي را در . مولكول ديگر مي باشد
توديمر كه با وپليمريزاسيون شاهد هستيم، اول، تشكيل پر

ر تغيير برگشت پذير مي تواند جدا شود و سپس يك تغيي
بناي فضايي برگشت ناپذير اتفاق مي افتد كه منجر به 

اين  .)6(شود  ل شدن مداوم پليمر مييپايداري ديمر و طو
مسئله كه چه شرايط و يا جهش هايي از اتصال مركز 

ممانعت مي كند، از جمله  Aواكنش گر به صفحه بتاي 
شناخت كامل سوالاتي مي باشد كه پاسخ به آن نيازمند 

  . تاري و فعاليت سرين پروتئاز استتغييرات ساخ

كارهاي لازم بذكر است كه يافتن اين پاسخها در ارائه راه
هاي ناشي از پليمريزاسيون نيز درماني مناسب براي بيماري

  .)2(مفيد مي باشد

  هامواد و روش
 AATبراي تعيين ويژگيهاي : AATتعيين ويژگيهاي ) الف
  .فاده شدتخليص شده از پلاسماي انساني است AATاز 

از با استفاده : تعيين پروتئين تام به روش برادفورد) 1
، اسيد درصد 95، اتانل با خلوص G25رنگ كوماسي بلو 
، آلبومين سرم گاو و درصد 85فسفريك غليظ 

خواندن جذب نوري در طول اندازه گيري  ،اسپكتروفتومتر
غلظت  انجام ، منحني استاندارد رسم ، ونانومتر  495وجم

  .شدن در نمونه مجهول اندازه گيري پروتئي

با استفاده از روش  AATليت هاي مهاري اتعيين فع) 2
در اين روش براي  :)TIC(تعيين ظرفيت مهاري تريپسين 

از روش آنزيماتيك استفاده گرديد،  AATبررسي فعاليت 
سوبستراي صناعي  برتريپسين آنزيمي است كه با تأثير 

BAPNA ( N -  بنزوئيل– DL - پارانيتر و آنيليد  - نينآرژ (
زردرنگ را آزاد ) نيتروآنيليد - PNA (Pوليز آن رو هيد

  :نمايد مي
                                 AAT                           

  

  

در سرم يا نمونه مورد نظر بيشتر باشد  AATهرچه ميزان 
  ..خواهد بودكمترايجاد شده رنگ 

يم، سوبستراي كروموژنيك، تريس آمينومتان، كلريد كلس
، آلبومين و درصد 30دي متيل سولفوكسيد، اسيد استيك 

مورد  Sigmaو  Merkشركتهاي خريداري شده تريپسين 
  .استفاده قرار گرفت

 BAPNAلوله شاهد، كنترل و مجهول سوبستراي رقيق  در
دقيقه براي ختم واكنش اسيد استيك  10بعد از ريخته و 

اندازه گيري  nm400جذب در اضافه و سپس  درصد 30
  .شد

براي تعيين خلوص انواع : SDS-PAGE الكتروفورز) 3
  .)1(هاي موجود در نمونه از اين روش استفاده شدپروتئين

بافر تريس  يا AATبا استفاده از بافر  :فلورومتري) 4
µM20  ميكرومولار تهيه شد و  2و  1نمونه هايي با غلظت
  و نشر در nm280 ريك درـانس با تحــلورسـطيف ف

 nm 330 بدست آمد.  

BANAP PNA 
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 1نمونه هايي با غلظت  :)CD(دو رنگ نمايي دوراني ) 5
ميكرومولار تهيه گرديد و طيفهاي دو رنگ نمايي  10و 2و 

را در  µm10نمونه با غلظت . دوراني آنها بدست آمد
از پس درجه سانتي گراد قرار داده و  65انكوباتور و دماي 

  .گرفته شد CDقه طيف دقي 60و  30و  5 مدت

پليتهاي آماده   از : SRIDبا روش  AATتعيين ميزان ) 6
بطور  AATآن آنتي  كه در سطحاستفاده شد آگار 

نظر  هاي مورد است و چاهكهايي كه نمونهيكنواخت پخش 
درآن ريخته و براساس واكنش آنتي ژن و آنتي بادي و را 

. دكرعيين ترا مي توان  AATقطر هاله تشكيل شده، ميزان 
منحني استاندارد با توجه به قطر هاله هاي كاليبراتور با 

  .شود غلظت معين، رسم مي

تحت شرايط متفاوت  AATايجاد پليمريزاسيون در  -ب
 :پليمريزه AATو تعيين خصوصيات ساختاري 
و يا تغيير دما  pHپليمريزاسيون از طرق مختلف مانند تغيير 

از تغيير دما براي پليمريزه در اينجا . امكان پذير مي باشد
د كه براساس دماي مورد استفاده شاستفاده  AATكردن 

مثلاً در  استزمان انكوباسيون براي پليمريزه كردن متفاوت 
دقيقه  15زمان لازم درجه سانتي گراد مدت  70دماي 

درجه  65پليمريزه شود و يا در دماي  AATتا كل  باشد مي
 AATطول مي كشد تا كل دقيقه  60سانتي گراد حداكثر 

درجه سانتي  65د كه در اين تحقيق از دماي گردپليمريزه 
د مراحل آزمايش و تعيين خصوصيات شگراد استفاده 

پليمريزه و مقايسه آن با حالت طبيعي به  AATساختاري 
  :انجام شدترتيب زير 

درصد جهت مقايسه  SDS PAGE5/7از تكنيك  -1
طبيعي و پليمر استفاده در حالت  AATباندهاي حاصل از 

  .شد

پليمريزه با استفاده از روش  AATمهاري  تعيين فعاليت -2
 TIC)AAT Trypsin Inhibitory(تعيين ظرفيت مهاري 

Capacity انجام شد.  

تغيير  AATاز اين طريق معلوم مي شود با پليمريزه شدن 
نسبت به حالت طبيعي ايجاد  AATدر ظرفيت مهاري 

  .شود مي

 SRID(Single Radialبا روش  AATغلظت تعيين  -3

Immunodiffusion( : در اين روش براساس ميزانAAT 
ر هاله هاي تشكيل شده اطراف موجود در حفرات پليت آگا

  .)14و  12( ها متفاوت خواهد شدچاهك

درجه سانتي گراد و  65انكوباسيون پروتئين در دماي  -4
در  ).كدورت سنجي( nm400قرائت جذب در طول موج 

درجه  65از آلفا آنتي تريپسين را در  µM10اين مرحله 
دقيقه بعد  60و  30و  5سانتي گراد قرار داده و در زمانهاي 

از انكوباسيون جذب قرائت و سپس نمودار جذب عليه 
  .زمان رسم شد

دقيقه انكوباسيون در  60بعد از  AATفلورومتري از  -5
و غلظت از در اين روش د: درجه سانتي گراد 65دماي 
AAT  تهيه گرديد)µM1  وµM2 ( و ميزان فلورسانس را

دقيقه  60تعيين و سپس از همين نمونه ها بعد از 
  .انكوباسيون مجدداً طيف فلورومتري گرفته شد

اندازه گيري طيف دو رنگ نمايي دوراني ناحيه دور  -6
)Far-UV-CD(  

در دو حالت طبيعي و پليمر با  AATبراي  CDنمودار  -
  .رسم شد µM1ظت غل

- Far- UV-CD  برايAAT  با غلظتµM10  در حالت
دقيقه اندازه  60و  30و  5طبيعي و در مراحل انكوباسيون 

گيري گرديد و مطالعه تغيير ساختار دوم حالت طبيعي و 
  .پليمر صورت پذيرفت

 µM 10نمودار تغييرات ساختار دوم عليه زمان با غلظت 
  .رسم گرديد
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  يج و بحثانت
 راي بررسي تأثير عوامل مختلف محيطي در تبديل شكلب

به اشكال با وزن مولكولي بالا و يا  AAT )منومر (طبيعي
درجه از جمله تغيير فاكتور محيطي اثر چند پليمر 
  .انكوباسيون بررسي شدزمان غلظت و تغيير حرارت،

 SDS-PAGEتجاري از روش  AATبراي بررسي خلوص 
 AATديده مي شود  1شكل استفاده شد و چنانكه در 

عمده  نيست و ناخالصيصد در صد خالص  تجاري
كه با توجه به گزارشهاي نيز در آن وجود داردلبومين  آ

 AATپليمريزاسيون ثيري در ميزان و يا عمل أموجود ت
  .ندارد

  

  

  

  
    1               2               3               4  

  تريپسين تجاري آنتي -1-از آلفا SDS-PAGE -1شكل
1 - AAT تجاري gµ 30    2 - آلبومين انسانيgµ 20 

 gµ 30آلبومين گاوي  - gµ 20  4 آلبومين انساني  -3

  

از روش تعيين فعاليت مهاري  AATجهت تأييد فعاليت 
)TIC(  فعاليت مهاري. استفاده گرديدAAT  قبل و بعد از
ريزاسيون مورد بررسي قرار گرفت و چون در اثر مپلي
ليمريزاسيون لوپ واكنش گر از يك مولكول با صفحه پ

و بعبارت ديگر تغيير  بتاي مولكول ديگر درگير مي شود
لذا شدت رنگ در حالت پليمر  . ساختماني بوجود مي ايد

كه نشان دهنده كاهش يا   بيشتر از حالت طبيعي مي شود
  است AATعدم فعاليت 

با قسمت تقري AATبعبارتي با كامل شدن پليمريزاسيون 
عمده فعاليت خود را از دست مي دهد و در نتيجه قدرت 

مهار تريپسين را ندارد و رنگ زرد پر رنگي در اثر تجزيه 
BAPNA توسط تريپسين حاصل مي شود  

 Devlin مهاري فعاليت 2002همكارانش در سال و AAT 
پليمريزاسيون مورد بررسي قرار دادنداين گروه ضمن  را
شكل پليمر استفاده كردند و نتايج  براي ايجاد pH= 4از
نها نشانگر از بين رفتن قدرت مهاري با زمان آزمايشات آ

پليمريزاسيون ضمن  كاهش فعاليت مهاري.انكوباسيون بود
  .زمايشات ما نيز مشاهده شدآ در

كه مكانيسم آن براساس  SRIDاستفاده از روش همچنين با 
 نو راكتيويته ايمو واكنش آنتي ژن و آنتي بادي است ميزان

AAT  با توجه به قطر هاله ايجاد شده قابل محاسبه
باشد، در حالت پليمر به دليل درگيرشدن گروههاي  مي

بعبارتي در كاهش مي يابد  ايمونوراكتيويته واكنش گر
حالت طبيعي قطر هاله بزرگتر و با شروع پليمريزاسين قطر 

 هر همد AATميزان كل(فعال كاهش مي يابد  AATهاله يا 
  .)14و12( )حالات يكسان است 

  

  

  

  

  

  
 به روش AAT منحني كاليبراسيون اندازه گيري غلظت  -2شكل

SRID .A  ،B  و C  كاليبراتورهاي با غلظت نامشخص مي باشد
با استفاده از . منحني فوق ارتباط قطرهاله با غلظت را نشان مي دهد

غلظت  2/5 =و پليمر  8/6= طبيعي  AATاين منحني و قطر هاله 
  .مي باشد CP=  138و  = CN 290آنها بترتيب

  

روش  براي تأييد پليمريزاسيون ها بهترين روشيكي از 
PAGE ديده مي شود با  3در شكل همانطور كه . مي باشد

درجه سانتي گراد با گذشت  65در دماي  AATانكوباسيون 
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زمان باندهاي جديد ديمر، تريمر، تترامرو اليگومر ايجاد 
، فقط يك باند ديده AATدر حاليكه در فرم طبيعي شده 

مي شود كه باندهاي جديد، حاصل الحاق لوپ واكنشگر 
مطالعات . يك مولكول به صفحه بتا مولكول ديگر مي باشد

Devlin  ن وپليمريزاسي2002در سالAAT با تغيير  راpH 
باايجاد باندهاي  تغييرات ساختاريكه ايجاد نمود 8تا  4از 

  حاصل ديده ميشود PAGEدر... يمر تترامر وديمر  تر

  
              1            2         3             4             5  

  آنتي تريپسين در حالت طبيعي و پليمر-1-آلفا PAGE  - 3شكل
1-AAT 3  در حالت طبيعي-  AAT  ميكروگرم 15در حالت پليمر 

2-AAT  4ميكروگرم 30در حالت پليمر- AAT  ميكروگرم 6پليمر 

  آلبومين-5
  

 65از دماي  1998 و همكارانش در سال James همچنين 
استفاده كردند و ايجاد  AAT درجه براي القا پليمريزاسيون

در  .دقيقه بعد انكوباسيون گزارش كردند 2اشكال پليمر را 
ازمايشات ما نيز در حالت پليمرانواع باند ها به وضوح 

  .)6و4( ديده ميشود

ييد القا پليمريزاسيون استفاده شده أديگري كه براي ت روش
  .استكدورت سنجي 

افزايش كدورت با افزايش زمان حضور شرايط دناتوره 
در  .شده استمشخص  Devlinكننده، در تحقيقات 

آنتي  - 1-ميكرومول آلفا  10نكوباسيون ابا نيز  ما مطالعات
ورت درجه سانتي گراد، افزايش كد 65تريپسين در دماي 

بيانگر افزايش  كهبا افزايش زمان ملاحظه مي شود
 2002و همكارانش در سال  Devlin.پليمريزاسيون است

نشان  pH 4انكوبه شده در AATافزايش كدورت را در 
با زمايشات ما نيز اين افزايش كدورت آدادند كه در 

  .افزايش زمان انكوباسيون مشاهده مي شود

از روشهاي دقيق  نيز بعنوان يكي فلورومتري روش
جهت مطالعه تغيير ساختار حالت پليمر نسبت به  وحساس

پليمريزاسيون يك  .است  حالت طبيعي بكار گرفته شده
فرايند دو مرحله اي است كه ابتدا تغيير بناي فضايي با 
شكاف در صفحه بتا ايجاد مي شود كه اين شكاف كمك 

ار در سطح قر AATمي كند كه نواحي هيدروفوبيك هسته 
عبارتي اسيدهاي آمينه آروماتيك در سطح قرار گيرد ب

گيرد و فلورسانس افزايش مي يابد در نتيجه در نمونه  مي
هاي موجود با غلظتهاي يكسان فرم پليمر فلورسانس 

و  11، 10، 8، 5، 1( بيشتري از فرم طبيعي خواهد داشت
13.(  

بعبارتي تغييرات قابل توجهي در طيف فلورسانس فرم 
وپليمر وجود دارد كه نتيجه تغيير كنفورماسيون و  طبيعي
  مينه حلقوي در سطح مي باشد آاسيد هاي  فتنقرار گر

ديده مي شود براي الف و ب  5و  4همانطور كه در شكل 
پليمر نسبت به حالت طبيعي  AATمطالعه تغيير ساختاري 

ميكرومولار تهيه و از آن  2و  1با غلظت  AATدو نمونه از 
دون تغيير گرفته سپس همين نمونه ها بومتري طيف فلور

به حالت پليمر درآمد و  C65غلظت با انكوباسيون در 
 اشكال فوقدوباره از آن طيف گرفته شده و چنانكه در 

ب يا حالت پليمر نسبت -4و  5ديده مي شود در حالت 
الف يا طبيعي، فلورسانس افزايش يافته  -4و  5به حالت 

  .است

 James افزايش فلورسانس  1998ش در سال وهمكاران
AAT  درجه را نشان دادند  65انكوبه شده در دماي

همچنين افزايش فلورسانس با افزايش غلظت نيز در 
   .ازمايشات انها مشاهده مي شود
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نيز يك افزايش دو برابر در شدت   Devlinزمايشات آ
 .دهد ر حالت پليمر نشان ميدنانومتر  330فلورسانس در 

شات ما نيز تغيير در شدت فلورسانس حالت پليمر زمايآدر 
نسبت به طبيعي ديده ميشودكه حاصل تغييرات ساختاري 

  .است

  
 ميكرومولار 1طبيعي با غلظت  AAT الف ـ طيف فلورسانس-4شكل 

  
  ـ ب ـ طيف فلورسانس4شكل  AAT   ميكرومولار 1پليمربا غلظت 

 ـ الف ـ طيف فلورسانس5شكل AATميكرومولار 2ظت طبيعي با غل

 
 AAT ـ ب ـ طيف فلورسانس5شكل 

  ميكرومولار 2پليمربا غلظت 

Far-UV-CD چنانكه در . مشابه با حالت فلورسانس است
 AATدر ناحيه دور از  CDديده مي شود طيف  6شكل 

كه با كاهش در بدست امد  µM1طبيعي و پليمر با غلظت 
اين نتيجه، يعني كاهش در ميزان . مراه استنانومتر ه 222

نيز ديده مي شود كه  Devlinساختار دوم در آزمايشات 
در فرم پليمر ناشي از تغيير  nm222دليل اين كاهش در 

  .ساختار است
  

 
 

  
 
 
 
 
  
  
 

Far-UV CD  از AAT ميكرومولار 1با غلظت  -6شكل 

  طبيعي AATاز نمونه  CDطيف  - 1
  پليمر AATاز نمونه  CDطيف  -2

  

 - 1 -آلفا µm10حاصل انكوباسيون  Far-UV-CDطيف 
 7دقيقه در شكل  60و  30و  5آنتي تريپسين در زمان هاي 

نشان داده شده و كاهش سطح زير منحني هنگام 
   .پليمريزاسيون نسبت به حالت طبيعي ديده مي شود
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ميكرومولار در  10با غلظت  AATحاصل از CDطيف - 7شكل 
   در حالت طبيعي CDطيف : 2 .هاي متفاوت درجه و در زمان 65دماي 

a 2 : طيفCD ازAAT   درجه 65دقيقه انكوباسيون در  5بعد از 

b 2 : طيفCD  حاصل ازAAT  دقيقه 30بعد از .c 2 : طيفCD 
  دقيقه 60بعد از 

  

در  درصد 20اين كاهش ساختار دوم حدود 
لبومين آصي مد اما بدليل  ناخالآبدست   Devlinازمايشات

كاهش  8شكل . در ازمايش ما مقدار كاهش متفاوت است
ساختار دوم در مقابل زمان در حضور عامل پليمريزه كننده 

  .را نشان مي دهد) تغييرات دما(

Dafforn  ساعت  12 با 1998و همكارانش در سال
  شكل سانتي گراد درجه  50در دماي  AATانكوباسيون 

  منابع

ودند و كاهش ساختار دوم پليمر را ايجاد نم AATپليمر
  .)4و3(نسبت به طبيعي از نتايج مطالعات اين گروه است 

  
:   B حالت طبيعي:  A  نمودار تغيير ساختار دوم عليه زمان -8شكل

AAT   درجه 65دقيقه انكوباسيون در  5بعد از C  :  دقيقه 30بعد از 
  انكوباسيون دقيقه 60بعد از  :  D  انكوباسيون

  

در ازمايشات ما نيز اين كاهش ساختار به خوبي در  البته
  .منحني ها مشاهده ميشود

مي توان چنين نتيجه گيري كرد كه تغييرات درجه  نيبنابرا
حرارت و تغييرات غلظت از عواملي هستند كه مي توانند 

گردد  AAT منجر به پليمريزه شدن وتغييرات ساختاري در
تواند براي  وچگونگي اين تغييرات ميشناخت دقيق 

.)13و  8( كاربرد داشته باشد  in vivoاستفاده در 
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Abstract 
 Alpha- 1-Antitrypsin (AAT) is a member of a superfamily of serine proteinase inhibitors, and 
consists of 394 amino acids ,which form three ß-sheets (A-C), nine α-helices (A-I) and a 
reactive center loop. Point mutation and environmental factors can destabilize ß-Sheet A and 
distort the structure of the protein to allow a unique protein-protein interaction residues of one 
serpin molecule to be inserted into the ß-sheet A of another, that loop-sheet polymerization 
will be formed. These polymers accumulate within the endoplasmic reticulum of the  
hepatocyte fromed inclusion bodies which causes a range of diseases such as : neonatal 
hepatits, Juvenil cirrhosis and adult hepatocellular carcinoma, emphysema, and thrombosis.  
In this work it has been studied the conformational factors (Temperature, concentration and 
incubation time) on AAT polymerization. Using spectrofluremetery ,turbidometery, circular 
dichroism ,and flourometeric methods. The results of nondenaturing polyacrylamid gel 
electrophoresis confirmed several steps in polymerization , in presence of  above mentioned 
environmental factors. Accordingly native of AAT migrated as a monomeric band where 
formed multimeric species of loop-sheet polymer seen. In conclusion it has been established 
that incubation temprature  , concentration can cause essential variation in the structure of 
AAT ,and leads to its di,tri,oligo and polymerization.In addition ,the polymerization occures 
with different rate and this structural changs accounts the activity of AAT.  

Keywords: serine proteinase inhibitorse (serpin) , Alpha -1-Antitrypsin, reactive center loop , 
ß-sheets , α- helices, polymerization. 
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