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ي لوسيجنين با مولكولتشكيل كمپلكس سوپرانقش پيش انكوباسيون در 
  آرن در محيط كشت سلولي [4]پاراسولفوناتوكليكس

  *امير نوروزي وريحانه خسروي 
  گروه مهندسي زيست فرآيندپژوهشكده صنعت و محيط زيست، ايران، تهران، پژوهشگاه ملي مهندسي ژنتيك و زيست فناوري، 

  24/12/1400: تاريخ پذيرش  03/03/1400: تاريخ دريافت

  چكيده 

شده و ايجاد كمپلكس متّصل  CX4يا  آرن ]4[ كسيپاراسولفوناتوكل سبد مانند لكولوبه م  (LCG) لوسيجنين ترنگ فلورسان
اين كمپلكس . رنگ لوسيجنين دچار خاموشي فلورسانسي يا كووينچ مي شود CX4.LCGكمپلكس  به موجب تشكيل. كندمي

سنجش جايگزيني "طي  .مورد استفاده قرار مي گيرد LCGبا  )(A)آناليت  به عنوان( يبقر ليگاند لكولوم گزينيجايبراي 
تشكيل  CX4.Aجاي لوسيجنين را گرفته، كمپلكس  آناليت انكوبه مي شود و CX4.LCGآناليت با كمپلكس  مولكول "نشانگر

به  با پپتيد تتراآرژنين CX4.LCGدر اين مطالعه يكبار . مراه استبا افزايش نشر فلورسانس محلول ه LCGآزاد شدن  وشود مي
حاوي انواع ( Ham’s F12انكوبه شده و سپس با محيط كشت  پيش  )محيط بدون ليگاند رقيب(در بافر فسفات  عنوان آناليت

 بار ديگر كل فرآيند .آزاد شده از طريق روبش فلورسانسي اندازه گيري شد LCGو ميزان  است رقيق شده) ليگاندهاي رقيب
انجام شده  و در حضور ليگاندهاي رقيب در محيط كشت از ابتدا تتراآرژنين آناليت انكوبه شدن باو  CX4.LCGتشكيل كمپلكس 

معني داري نشان  تفاوتدو آزمايش نتايج  بر خلاف باور رايج .و سپس محلول مورد روبش فلورسانسي قرار گرفته است است
چند ي در نهايت به تعادل مولكولسوپرا برهم كنش هاي بنابراين .ديگر ثابت اتصّال دستخوش تغيير نمي شودبه بيان  .نمي دهند

جهت سنجش آناليت در محيط هاي همراه با ليگاندهاي رقيب و مزاحم  "سنجش جايگزيني نشانگر"از روش  مي رسد وجانبه 
  .  هم مي توان استفاده كرد –اي مختلف زيستي استاز جمله محيط كشت كه بسيار پركاربرد و مورد توجه گرايش ه–

  ، سنجش جايگزيني نشانگريمولكول، آناليت، برهم كنش سوپراسفلورسان :كليدي واژه هاي

  a_norouzy@nigeb.ac.ir:  ، پست الكترونيكي 021- 44787349: نويسنده مسئول، تلفن* 

   مقدمه
هستند ها  پاپيلارنكاملاً مشابه ) Calixarenes(يكسرين ها كل

. شوند يحاصل م ديو معمولاً از جفت شدن فنل با آلده
 يي، جادر ساختار شيميايي آنها استآنها  نيتفاوت عمده ب

 پاپيلارن هاساختار سبد و  كي يداراكليكسرين هاكه 
 اردر نامگذ. هستند يستون اي يساختار استوانه ا كي يدارا

calix[n]arene  ،n تكرار شده در  يتعداد واحدها
با پراش  كسارنيكل يساختارها. است يحلقو يساختارها

در عكس هاي  .مشخص شده است كسياشعه ا يسنج
 سطل يسه بعدساختار  ككه ي كليكسرين كريستالوگرافي

مشخص شده است تر  كيبار نييپابا دهانهء پهن و  مانند
، لنيمت يدر اطراف گروههاچرخش  ليبه دل. )1شكل (

به صورت كانفورماسيون هاي  نندتوا يمكليكسرين 
 مولكول كيبا افزودن  ليوجود داشته باشند و مختلفي

 يحلقه برا يدر بالانسباتاً بزرگ با ممانعت فضايي زياد 
. كرد يريچرخش جلوگ نيتوان از ا يم  بيقفل شدن ترك

 يحركت يب يبراغالباً  يمولكول ي، از پل هانيعلاوه بر ا
ساختار منعطف . شود ياستفاده م كليكسرين باتيترك

ي مناسبي تبديل مولكولكليكسارن ها آنها را به ميزبان هاي 
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لكول ميهمان مي توانند وكرده است زيرا در برهم كنش با م
ساختاري متناسب با شكل ميهمان خود را به دست بياورند 

. ي حداكثر شودلمولكوتا برهمكنش هاي پايدار كننده بين 
)11(  

تك  كسياشعه ا يكه با پراش سنج كسارنيكل نياول
است ) Calix[8]arene(آرن ]8[كسيكال كشف شد يستاليكر

در سال . و همكاران سنتز شده است آنگارو كه توسط
 ،هارچ يكسارن ها با اندازه هايكل ريپس از آن ، سا 1981

 آماده شده زيشش، هفت، و هشت واحد تكرار ن ج،پن
 شتريتوان ب يرا م كليكسرين ها نيسپس ا )18, 11(.است

 يدسته بند كليكسرين هاو هترو كليكسرين هادر هومو
از  يتكرار ينشان دهنده واحدها يكرد، به موجب آن اول
از  يتكرار ينشان دهنده واحدها يهمان نوع است و دوم

  . انواع مختلف است

كليكسرين از  يانواع مختلف يقاتيتحق ياز گروه ها ياريبس
مهمان در نظر گرفته - زبانيم يمجتمع ها ليتشك يرا براها
با ابعاد  p-sulfonatocalix[n]aren كلمن و همكاران سنتز. اند

n=4, 6, 8 باكمپلكس آنها  را سنتز كردند و امكان ايجاد 
كه  دش يريگ جهينت. ندمختلف مطالعه كرد نهيآم يدهاياس

توانند بر فعل و  يمكليكسارن  در عاملي يگروهها
طبق مطالعه  .بگذارند ريتأث نهيآم يدهايانفعالات آنها با اس

بيشترين قدرت اتّصال را با آرژنين، لايزين و  CX4 ايشان
 يدهاياز فعل و انفعالات با اس يجدا )6(. پرولين دارد

با  ييتواند مجتمع ها يم نيهمچن كليكسرين ها ،نهيآم
خاص كه  يعملكرد يگروهها. دنده ليتشك يفلز ينهاوي

 تيشوند، معمولاً در تثب يمتصّل م كليكسرين هادر لبه 
 يينها همانيم- يزبانم يها نقش دارند و مجموعه ها ونيكات
فلزات  صيتشخ يبرا ينور يتوانند به عنوان سنسورها يم

بنابراين در محيط كشت سلولي  )9(. عمل كنند ينيمهم بال
آمينواسيد استاندارد و يونهاي مختلف براي رشد و  20كه 

هاي ميهمان مختلفي  مولكولنمو سلولي وجود دارد بلقوه  
  . وجود دارد CX4جهت اشغال حفره 

 كسارنيبا كال بيترك يكه برا يهمانيم مولكول گريد انواع
وچك ك يو مولكولها يآل يشوند، رنگها ياستفاده م

 يبرا CXn (n=4, 5)  از ناو و همكاران. هستند يكيولوژيب
 نيسنجش كول يبرا يرنگ آل يبا انواع مولكولها بيترك
در   )13(. كردنداستفاده  استراز نيكول ليو است دازياكس
و همكاران، استفاده از  ماراتوسط  يبررس كي
 يكيولوژيب يكاربردها يبرا كليكسريني يدهايكوزيگل

آرن ] 4[متصل به فولات  كسيكال. مورد بحث قرار گرفت
مورد استفاده  نيندومتاسيضد التهاب ا يدارو ليتحو يبرا

آرن ابتدا ] 4[ كسيهموكال يحاو ديآز. ستاقرار گرفته 
 يگنجاندن دارو. سنتز شد كيفول ديبا اس بيقبل از ترك

 تيبه عنوان سنتز، حلال كسارنيبا كل نيندومتاسيا زيآبگر
بالقوه دارو  ليتحو يتواند برا يرا نشان داد و م يخوب يآب

 )22(. رديمورد استفاده قرار گ

  
و ) بالا(ساختار شيميايي رنگ فلورسانت لوسيجنين  -1شكل 

  مسير ورود). پايين( CX4يا  آرن]4[كسيپاراسولفوناتوكل
  .با فلش مشخص شده است CX4لوسيجنين به 

متداول  ديشا) bis-N-methylacridinium nitrate( نينيجلوس
 صيتشخ يبرا نسانسيلوم ياييميش پروب نيتر

نكته  نيتوجه به ا. و بافت باشددر سلول ها  ديسوپراكس
درون زا،  يسلول يمهم است كه در حضور ردوكتازها
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 شركت مي كند كاهش-اكسايشيك چرخه لوسيجنين در 
توسط  ديسوپراكس ميمستق ديتواند منجر به تول يكه م

 نهيرغم استفاده معمول از آن در زم يعل. پروب شود
 ايه آك نيبحث بر سر ا احيا-اكسيداسيون يشناس ستيز

گونه  ديتول صيتشخ يپروب مناسب برا كيلوسيجنين 
حال، مطالعات  نيبا ا. است وجود دارد ال آزادكهاي رادي
ها  كياز تكن يگسترده ا فياستفاده از ط اب ياعتبارسنج

 ونيداسيدهد كه اكسيمنشان  ديسوپراكس ديتول يبرا
رخ  كرومولاريم 5- 1لوسيجنين  يهاغلظتدر  كياتومات

 يبرا كرومولاريم 5انواع سلول ها، غلظت  يبرا. دهد ينم
 يااز غلظت ه دياست و نبا يكاف ديسوپراكس صيتشخ

) 1شكل (رنگ فلورسانس لوسيجنين  .بالاتر استفاده شود
ميهمان  مولكولقابليت ورود به حفره كليكسرين به عنوان 

در اثر اين جايگزيني لوسيجنين دچار خاموشي . را دارد
از آنجا كه اتصّال   )13(. مي شود) ينچكوو(فلورسانس 

گفته شده مانند آمينو اسيدها، يونها،  ميهمان هاي مولكول
نشانه يا سيگنال خاصي به  CX4تركيبات آلي و غيره به 

ري اين اتّصال به سادگي قابل جاي نمي گذارد لذا اندازه گي
ولي با كمك رنگ لوسيجنين مي توان . تشخيص نيست

را در معرض  LCG�CX4مطابق واكنش زير كمپلكس 
  :متّصل شونده يا آناليت قرار داد مولكول

CX4.LCG + A  CX4.A + LCG 

بنابراين . لوسيجنين آزاد شده قابليت نشر فلورسانس دارد
ن نهايتاً منجر به افزايش نشر در ياتّصال آناليت به كليكسر

 "سنجش جايگزيني نشانگر"به اين روش . محلول مي شود
 .مي گويند) Indicator Displacement Assay (IDA)(يا سجن 

 در اين روش، يك مولكول آناليت جايگزين مولكول
با اين جايگزيني، . متّصل به مولكول ميزبان مي شود نشانگر

د به جاي مي گذارد كه مي تواند نشانگر، نشانه اي از خو
بعنوان مثال تغيير در شدت فلورسانس و يا جذب ماوراء 

در  مولكول نشانگر. مرئي در طول موج خاصي باشد-بنفش
اينجا رنگ لوسيجنين است و سنجش بر مبناي جايگزيني 

آناليتي است كه قابليت اتّصال به  مولكولنشانگر با 
ايگزيني نشانگر براي روش سنجش ج. كليكسرين را دارد

اتّصال انواع  قدرت و  اندازه گيري ارزيابي امكان اتّصال
از جمله آنزيم هاي  )3(، پروتئين ها  )20, 12, 10(پپتيدها 

, 5(ها  مولكولو ساير بيو )19, 17, 16, 14(تثبيت شده 
 .مي تواند مورد استفاده قرار گيرد CX4 مولكولبه  )21, 15

كليكسرين به نوبه خود مي تواند نفوذپذيري  مولكول
لذا اتّصال  )13(. لي مواد متصّل به خود را افزايش دهدسلو

ميزبان راهگشاي افزايش نفوذپذيري  مولكولكليكسرين به 
در اين مطالعه به اين پرسش پاسخ . ميهمان است مولكول

ميهمان  مولكولحيط هايي كه علاوه بر خواهيم داد در م
 مولكولساير ) خواه با هدف حمل شوندگي يا آناليتي(

چه  به عنوان رقيب ناخواسته وجود دارند، هاي ميهمان
تاثيري بر ثابت اتّصال تام خواهد داشت و اينكه آيا سجن 

    .  در چنين محيطي امكان پذير مي باشد يا خير

  مواد و روشها
آلدريچ - ميايي به كار رفته از شركت سيگماتمامي مواد شي

به  Ham’s F12به كار رفته از نوع  محيط كشت. تهيه شدند
انكوباسيون ها به مدت . بوده است سرم گاوي% 10همراه 
ورتكس انجام  هم خوردن توسط باصرفاً ثانيه و  10حدوداً 
درجه سانتي گراد ثابت  25 دردماي آزمايشگاه . شده اند

بافر فسفات از امتزاج سديم دي هيدروژن . بوده است
ميلي  50فسفات و دي سديم هيدروژن فسفات با غلظت 

 تنظيم pH = 7.4و متعاقباً اسيديته بافردر  تهيه شده مولار

به منظور به حداقل رساندن پراش ناشي از . شده است
 gبافر قبل از استفاده با سانتريفيوژ با دور  ،ذرات معلق

شده و هر گونه ذرات معلق احتمالي و  سانتريفيوژ 3400
محلول رويي . ناخالصي هاي نامحلول رسوب داده شده اند

جهت پيش انكوباسيون كليكسرين و لوسيجنين مورد 
براي روبش فلورسانسي از . استفاده قرار گرفته است

. اكليپس استفاده شد- اسپكتروفلوريمتر واريان كري
تهييج شده و نشر آن نانومتر  369لوسيجنين در طول موج  
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نانومتر مورد روبش قرار گرفته  800تا  380در محدوده 
ميلي  4/1كووت استفاده شده از نوع كوارتز با حجم . است

نانومتر  5پنجره هاي تهييج و نشر به عرض . ليتر بوده است
  . بوده است متوسطو سرعت روبش 

  نتايج
ناو و همكاران به تفصيل نحوه خاموشي فلورسانس 

تشكيل  )7(. را توضيح دادند CX4سيجنين توسط لو
و  CXnدر (n = 4-5) در  نيب زبانيم- همانيم كمپلكس هاي

LCG ينور يسنج فيط يها كيبا تكن ،NMR ي، ولتامتر 
كريستالوگرافي با اشعه ايكس مورد و  ITC، يچرخه ا

 kaنسباتاً قوي صال رنگ با ثابت اتّ نيا . مطالعه قرار گرفتند

= 107 M-1  بهCXn مكانيسم . شدمتّصل  ي مذكورها
اموشي يك نوع انتقال الكترون گرمازا است كه منجر به خ

 CX4بنابراين . مي شود 140خاموشي استاتيك با فاكتور 
يك خاموش كننده قوي فلورسانس لوسيجنين محسوب 

نشر لوسيجنين به تنهايي و نحوه  2شكل در . مي شود
محلول در  CX4خاموشي آن با اضافه شدن مقادير مختلف 

به منظور حذف اثر . يش در آمده استبافر فسفات به نما
در حاوي لوسيجنين اضافه شده  CX4 غليظ محلول ،رقتّ

بوده  )منحني قرمز( محلول لوسيجنين تنها با برابر غلظت
به اين ترتيب با اضافه كردن محلول فوق به . است

غلظت لوسيجنين  ،لوسيجنين موجود در كووت فلورسانس
بار اضافه كردن افزايش با هر   CX4ثابت مانده ولي غلظت 

  . مي يابد

تركيبات مختلف آلي و معدني امكان اتصّال به كليكسرين را 
ها مي توان به عناصر كمياب جدول از جمله كاتيون. دارند

و  +Yb3و   +La3+, Nd3+, Sm3+, Eu3+, Gd3+, Dy3تناوبي مانند 
 .)4(همچنين يون هاي بي والان مانند كلسيم ومنيزيم اشاره كرد 

در بين تركيبات آلي اسيدهاي آمينه لوسين، پرولين، تريپتوفان، 
ت، سرين، ليزين، آرژنين و هيستيدين فنيل آلانين، آسپارتا

  .را دارند CX4توانايي اتّصال به 

  

  )الف

  
  )ب

  
) قرمز( ميكرومولار 10 لوسيجنين فلورسانس طيف نشر) الف -2شكل 

تهييج شده در ) مشكي( CX4به تنهايي و همراه با غلظت هاي فزآينده 
در طول  ن افت شدت فلورسانسميزا) ب و نانومتر 370طول موج 

  CX4هاي غلظتبر عليه  نانومتر 500موج 
آرژنين از بين همهء اسيدهاي آمينه بيشترين توان اتّصال به 

كولين، استيل كولين و پپتيد   )6(. كليكسرين را دارد
  نشر اندك 3شكل  )13(. پروتامين هم اين ويژگي را دارند

  را نشان مي دهد كه در آن غلظت CX4.LCG كمپلكس
[LCG] = 5 M  در حضور[CX4] = 10 M  به . بوده است

 ،ي اتّصال لوسيجنين به كليكسرينمولكولدليل ماهيت سوپرا
  : برگشت پذير استيك واكنش تشكيل كمپلكس 

CX4 + LCG ↔ CX4.LCG 

ي واكنش بنابراين علي رغم اين كه استوكيومتر
است اما  1:1ي لوسيجنين با كليكسرين مولكولسوپرا

استفاده از غلظت دو برابري كليكسرين واكنش را طبق 
 مولكولبرد و تعداد مياصل لوشتاتليه به سمت راست 

كه نتيجاتاً  آيندميلوسيجنين بيشتري به فرم كمپلكس در 
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هر چند اضافه كردن  .شودميخاموشي بيشتري هم گزارش 
سرين بيشتر خاموشي بيشتري هم در پي دارد ولي در كليك

 هاي خاليكليكسريناين صورت محلول حاصل با تجمع 
همراه است و در مرحله بعد كه آناليت اضافه  بيشتري نيز

مي شود به جاي جايگزين با لوسيجنين به كليكسرين هاي 

رها شدن لوسيجنين كه با افزايش . خواهد شدآزاد متّصل 
ست در غلظت هاي آناليت تتراآرژنين با غلظت نشر همراه ا

گوانيدين هيدروكلريد با غلظت آناليت يك ميلي مولار و 
  .قابل مشاهده است 3شكل ميلي مولار در  50و  5هاي 

 
پپتيد تترا آناليت هاي جايگزيني با  توسط  CX4.LCGاز كمپلكس آزاد شدن لوسيجنين. فلورسانس سنجش جايگزيني نشانگر طيف نشر -3شكل 

  .با افزايش نشر فلورسانس همراه است (Gn.HCl)و گوانيدين هيدروكلريد  R4آرژنين 
به منظور مشاهده ميزان اتصّال لوسيجنين به كليكسرين در 

ميكرومولار  10، )ناخواسته( حضور رقباي غير آناليتي
شت با محيط ك در لوسيجنين ميكرومولار 5 كليكسرين با

با غلظت  همديگر انكوبه شدند و سپس آناليت تتراآرژنين
در ). 4شكل منحني آبي در (به آن اضافه شد  ميلي مولار 1

در محيط بافر آزمايش ديگري كليكسرين با لوسيجنين 
رقباي غير ميلي مولار بدون حضور انواع  50فسفات 

حاصل  CX4.LCGكمپلكس  به انكوبه شد و سپس آناليتي
محيط  نهايتاً كل محلول با. پپتيد تترا آرژنين  اضافه شد

رقيق ) حاوي متصّل شونده هاي غير اختصاصي(كشت 
منحني ( غلظت يكسان در حالت قبلي رسيدشده و به 
غلظت نهايي كمپلكس و به بيان ديگر ). 4شكل مشكي در 

  .آناليت در هر دو محلول يكسان بوده است

 
و يا ) منحني مشكي(انكوبه شده در بافر فسفات و رهايش در محيط كشت  CX4.LCGطيف نشر لوسيجنين آزاد شده از كمپلكس  -4شكل 

 ). منحني آبي(انكوباسيون و رهايش در محيط كشت 
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 بحث

ي اتّصال غير كووالانسي مولكولدر كمپلكس هاي سوپرا
بين ) وژنيمانند پيوندهاي واندروالسي، لاندن و هيدر(

 در صورتي كه در آب خالص. ليگاند و رسپتور برقرار است
از اين كمپلكس ها استفاده شود، تنها دو  و يا بافرهاي ساده

جزء ليگاند و رسپتور امكان تشكيل كمپلكس را دارند و 
اما در صورت نياز به . ثابت اتّصال آنها عددي ثابت است

ل دارو نياز است استفاده از اين كمپلكس ها به عنوان حام
محيط كشت به عنوان محلول مورد استفاده قرار بگيرد تا 
امكان ساعت ها و روزها انكوباسيون با سلول ها وجود 

همانطور كه در مقدمه گفته شد، كليكسرين ها . داشته باشد
مشكل عمده در  استفاده . يكي از انواع رسپتورها مي باشند

براي پپتيدها، آنزيمها، از ميزبان كليكسرين به عنوان حامل 
اين است كه اين ) حمل شونده(و ساير ملكلو هاي ميهمان 

مواد بايستي در محيط كشت حل شوند و سلول در محيط 
مشكل . با اين مواد مواجه شود است كه مي تواند كشت

ي مختلف مولكولمحيط كشت شامل رقباي اينجاست كه 
 مولكولل لذا اتّصا. جهت اشغال حفره كليكسرين مي باشد

ها موجب تضعيف ثابت  مولكولميهمان در رقابت با ساير 
كه در آن  اتّصال ميهمان مي شود به بيان ديگر در تعادل زير

A ميهمان يا آناليت و  مولكولC رقيب است، مولكول 
ميهمان به صورت آزاد در  مولكولبخشي بزرگتري از 

 . تا در آب خالص خواهد داشتمحلول وجود 

 

ي و برگشت پذير كليكسرين با آناليت مولكولاكنش سوپراو -5شكل 
 رقيب لو ملكلو) ميهمان مولكول(

يكي از راهكارهايي كه در برخي منابع شنيده شده است 
در محيط آبي مانند بافر  CX4.Aاين است كه كمپلكس 

فسفات ايجاد شود و سپس به محيط كشت اضافه شود تا 
رقابت نداشته رقيب و ميهمان شانس  مولكولهمزمان 

 مولكولباشند و به اصطلاح حفره كليكسرين از قبل توسط 

آزمايش ما نشان مي دهد كه اين . ميهمان اشغال شده باشد
 مولكولروش كارايي ناچيزي در حفظ لوسيجنين به عنوان 

علتّ اين امر برگشت پذير بودن ). 4شكل (ميهمان دارد 
است خواه با ي به كليكسرين مولكولهر گونه اتّصال سوپرا

بنابراين يك تعادل . رقيب مولكولميهمان خواه با  مولكول
  . تشكيل مي شود 5شكل چند گانه مطابق 

متوجه مي شويم كه نه تنها  3شكل با  4شكل در مقايسه 
شكل طيف هاي فلورسانسي در محيط كشت تغيير يافته 

شكل نانومتر در  500اند بلكه طول موج قله هم از حدود 
به اين پديده . تغيير كرده است 4شكل نانومتر در  530به  3

شيفت استوك مي گويند و در نتيجه فاصله انرژي بين 
الكترون جهش يافته در حالت تهييج شده با سطح پايه 

 كاهشافزايش يافته است و اين افزايش خود را به صورت 
در بافر فسفات با طول سطح انرژي الكترون در حالت پايه 

نسبت به محيط كشت كه نانومتر  500شر درموج بيشينه ن
سطحي انرژي پايينتري دارد به نحوي كه طول موج بيشينه 

   . مشاهده شده است، نشان مي دهدنانومتر  530 نشر در

در زيست شناسي و پزشكي اي پپتيدها كاربردهاي گسترده 
ا و نونا آرژنيني به ترتيب با دارا پپتيدهاي اوكت .)2, 1(دارند 
 سلولي آرژنين جزء پپتيدهاي نفوذ كننده 9و  8بودن 

پپتيدها نفوذ كننده به داخل سلول . شناخته شده مي باشند
بر خلاف آنچه از نام آنها بر مي آيد فقط به سلول ورود 

حمل شونده . نمي كنند بلكه همگي آنها حامل هم هستند
دارو ها و تركيبات عكس برداري از  مي تواند پروتئين ها،

سلول باشند كه به تنهايي نفوذپذيري كمي دارند اما با 
كمك اين پپتيدها مشكل نفوذ آنها به سلول يا بافت از بين 

يكي اشكال عمده در استفاده از اليگوآرژنين ها . مي رود
. سنتز آنها دشواري سميت آنها براي سلول است و ديگري

طبق مقالات . ليل مكانيسم نفوذ آنها استسميت آنها به د
موجود نفوذ آنها با دو مكانيسم اندوسيتوز و نفوذ مستقيم 

به نظر مي رسد مكانيسم نفوذ . از غشاء انجام مي شود
توسط گارسيا و ديگران گزارش  رمستقيم كه براي اولين با
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نقش بيشتري در سميت اليگو آرژنين ها داشته  )8(شد 
سط زيرا در نفوذ مستقيم حفراتي در سطح سلول تو باشد

ديواره اين حفرات از جنس . اليگوآرژنين ايجاد مي شود
فسفوليپيد غشايي با بار منفي است كه در برهم كنش 

امكان نفوذ آنرا فرآهم مي  ،الكتروستاتيك با اليگوآرژنين
نشانداده است  )13(در مطالعات گذشته  مامشاهدات . آورد

كه استفاده از پپتيدهاي غني از آرژنين مانند پروتامين به 
به . محض اضافه شدن باعث نكروز سلولي مي شوند

منظور كاستن از خواص سمي آرژنين مي توان از حامل 
CX4 اتصّال . براي حمل آن به داخل سلول استفاده كرد

به  3شكل توسط روش سجن در  CX4پپتيد تتراآرژنين به 
به نظر مي رسد به دليل وجود . نمايش در آمده است

شكل (سولفات هاي بار منفي در حاشيه بالايي كليكسرين 
اتّصال آرژنين از ناحيه گروه گوانيدينوي زنجيره جانبي ) 1

  ). 6شكل (باشد 

به منظور اثبات اين فرضيه اتّصال گوانيدين هيدروكلريد و 
به آرژنين به كليكسرين توسط روش سجن پپتيد تترا

نتايج حاصل نشان مي دهد كه  .بررسي شدصورت مجزاّ 
هر دو مولكول توانايي اتّصال به كليكسرين را دارند ولي 

ميلي مولار رهايش تعداد بيشتري  1تتراآرژنين در غلظت 
مولكول لوسيجنين را باعث مي شود تا گوانيدين 

تتراآرژنين داراي . ولارميلي م 5هيدروكلريد در غلظت 
چهار گروه گوانيدينو مي باشد و غلظت گروه هاي 

ميلي  4ميلي مولار تتراآرژنين برابر  1گوانيدينو در محلول 
  .مولار است

  
گروه گوانيدينو در . ساختار شيميايي آمينو اسيد آرژنين -6شكل 

  .زنجيره جانبي به رنگ قرمز مشخص شده است
ميلي  5به مراتب بيشتر از محلول با اين حال افزايش نشر 

فقط گروه نتيجه در  .مولار گوانيدين هيدروكلريد است
گوانيدينو نيست كه زنجيره جانبي را به كليكسرين متّصل 

، گروه تري متيلن زنجيره جانبي هم نقش مي كنده بلكه
  . آرژنين به كليكسرين داردزنجيره جانبي مهمي در اتّصال 
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Abstract  

Lucigenin (LCG) is a fluorescent dye that can form supramolecular complex with p-

Sulfonatoclix[4]arene by doing a simple incubation. By formation of CX4.LCG 
complex, fluorescence intensity of LCG is quenched. The complex is used in indicator 

displacement assay (IDA), in which an analyte (A) is incubated with the CX4.LCG 

complex, the A then displaces LCG and CX4.A complex forms in real time. The 
liberated LCG regains its fluorescence. In cell culture medium there are ample of 
competitor ligand molecules for LCG. The presence of competitors decreases the 

association constant (ka) of LCG to CX4.  In this study, the CX4.LCG complex were 
pre-incubated with tetra-arginine peptide in phosphate buffer, a solution devoid of any 
competitor molecule, prior to dilution with the cell culture medium to the desired 
concentration. The fluorescence intensity of the solution was measured hoping for 
maximum fluorescence recovery. Next time, all incubations were performed in the 
medium then the fluorescence was measured. Contrary to popular belief, two 
experiments did not show a significant difference i.e., the ka value remains unchanged. 
We concluded that the supramolecular interactions will come to a multi-lateral 
equilibrium; therefore, IDA can be used for monitoring and measuring the concentration 
of analyte-of-interest even in the presence of competitors in the cell culture medium 
which is an interesting solvent in many biological sciences.  
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