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 های ردهتتراتیروزین روی سلول-مهار سمیّت کورکومین با پپتید نفوذگر سلولی تتراآرژنین
Jurkat T-cell 

1مهسیما حیدری
 *1و امیر نوروزی 1، ریحانه خسروی2نجف اللهیاری فرد ،

 رانی، تهفناورگروه مهندسی زیست فرآیند، پژوهشکده صنعت و محیط زیست، پژوهشگاه ملی مهندسی ژنتیک و زیست  -1

 روه زیست فناوری سامانه ای، پژوهشکده صنعت و محیط زیست، پژوهشگاه ملی مهندسی ژنتیک و زیست فناوری، تهرانگ -2

 13/8/1403تاریخ پذیرش:   23/2/1403تاریخ دریافت: 

 چکیده

 و یدرمان فواید وجود با نیکورکومباشد. فعال در زردچوبه می ترکیبترین کورکومینوئیدها و مهمکورکومین عضوی از خانواده 

و استفاده از آن با  باشد موثر یعامل درمان کی تواندینم اغلب نییپا تیحلالدر نتیجه  و آبگریزی ویژگی لیبدل گسترده،زیستی 

در که  FAM-YYYYRRRR یبا توال یسلولنفوذگر  کیپاتیآمف دیپپتاز بمنظور غلبه بر این موضوع همراه است.  تیمحدود

که  یدر حال شودمتصّل می نیبه کورکوم دیپپت آبگریزبخش استفاده شد. تتراتیروزین بعنوان  سنتز شده بودمطالعه متاخری 

یری ذپنفوذ و متعاقباً نیکورکوم/دیپپت کمپلکس یریپذانحلال با دارا بودن چهار بار مثبت بخش هیدروفیل پپتید است و نیتتراآرژن

 MVDکورکومین در -طراحی و برهمکنش پپتید PEP-FOLD-4ر بعدی پپتید مذکور ددهد. ساختار سهسلولی آن را افزایش می

v.6  یمنحن رسم باسنجی بصورت طیف نیبه کورکوم دیپپت اتّصالباشد. می -4/108بررسی شد که نشان دهنده امتیاز مناسب 

-گزارش می M 510×3-1محاسبه گردید و ثابت اتصّال پپتید به کورکومین معادل  inLabOrigو توسط نرم افزار  اتّصال زوترمیا

توسط تست  Jurkat T-cellهای روی سلولشود. اثر سمیّت کورکومین به تنهایی و کمپلکس پپتید/کورکومین بصورت مجزا 

MTT یابد. لذا پپتید ها کاهش میی روی سلولسنجیده شد و نشان داد که سمیّت پپتید در کمپلکس با کورکومین بطور معنی دار

 کند. محافظت می Tهای کورکومین از سلول در اتّصال با

 مولکولی، حلالیتسوپرا اتصّالکلیدی: کورکومین، پپتید نفوذگر سلولی،  واژه های

 a.norouzy@nigeb.ac.ir، پست الکترونیکی:   021-44787349تلفن:  ،نویسنده مسئول *

 قدمهم

های زیر زمینی( گیاه زردچوبه باشد که از ریزوم )ساقهمیترکیبی طبیعی و نارنجی رنگ  متانفرولوئیلکورکومین یا دی

 . است یستی در زردچوبهزال ترین ترکیب فعّو مهم از خانواده کورکومینوئیدها کورکومین .(5, 3) دآیبدست می

با وزن مولکولی  و Hp، بسیار حساس به تغییر متقارن ،فنول آبگریزدییک  ،6O20H21C کورکومین با فرمول شیمیایی

اشباع غیر کتونید-بتافنول است که توسط یک متوکسی. این مولکول دارای دو گروه ارتو(42)باشد می گرم بر مول 38/368

باشد و تعادل ساختاری آن به عوامل انول( می-و تاتومری )کتواشکال مختلف ایزومری اند. کورکومین دارای بهم متّصل شده

اثر باره در 1990و همکاران در دهه  (52)آگاروال  پس از گزارش. (18)، دما و قطبیت حلال بستگی دارد Hpزیادی مانند 

دارویی  خواصای از ف گستردهیطامروزه  .(5) کردپیدا  افزایشبه سرعت  روی آن قاتی، تحقکورکومین یضدسرطان

, 4) استبه اثبات رسیدهانعقاد ضد و میکروبیضد ضدآپوپتوز، التهابی،ضد سرطانی،ضد اکسیدانی،آنتی خواص مانندکورکومین 

مانند های مختلفی کننده و درمانی کورکومین در بیماریپیشگیری در رابطه با خواص ایگسترده تحقیقات همچنین .(64
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 فیبروز های قلبی عروقی،، بیماریآرتریت روماتوئید، پسوریازیس، آترواسکلروزیس اسکلروزیس،آلزایمر، مالتیپلکینسون، پار

 in مطالعات مختلف همچنین .(63, 4)است شدهبررسی و ایدز اختلالات دستگاه گوارش ،  (6) 2 دیابت شیرین نوع ،ریوی

vitro و in vivo  های در اندامهای سرطانی تواند رشد انواع سلولمی کورکومین دهد کهمی گزارش نشان 800بیش از در

های این اثرات و خواص دارویی متعدد توجّه پژوهشگران را برای کشف اهداف سلولی و مکانیسم .(72)د مهار کن رامختلف 

کورکومین به ظرفیت آن در  (34)دهد که اثرات پلیوتروپیک است. شواهد نشان میمولکولی کورکومین به خود جلب کرده

تعامل و تنظیم اهداف مولکولی متعدّد بستگی دارد. این اهداف مولکولی شامل فاکتورهای رونویسی، فاکتورهای رشد، کینازها، 

عملکرد  سمی، مکانسفانهامت. (5)های مرتبط با آپوپتوز و غیره هستند های چسبندگی، پروتئینهای التهابی، مولکولسایتوکین

به های مفید کورکومین فعالیّت .(50)ت اسشناخته نشده بطور کامل یآب یهاطیدر مح یفیط یهاکمبود داده لیبدل نیومکورک

. (7)باشد ی مرتبط میمرکز کتونید-بتادر قسمت آلکن و بخش  گانهدو یوندهایبنزن، پ یهاحلقه لیدروکسیه یهاگروه

 .(84)دهد قسمت را نمایش میکورکومین و خواص بیولوژیکی هر ساختار  1شکل 

 

 

 .((14) ساختار شیمیایی کورکومین و خواص شیمیایی بیولوژیکی هر بخش آن )اقتباس از -1شکل 

ر دیت ناچیزی ن حلالکورکومی ،دارد. اوّل اینکه این خواص دارویی، کاربرد بالینی کورکومین به دو دلیل محدودیتبرخلاف 

های زیستی کاهش سیستمآن را در  (ioavailabilityBفراهمی )-ی زیستهور قابل توجّبطی دارد که و خنث یدیسا Hpا آب ب

-3-یدروکسیه-4)-6ترانس  به طیشرا نیتحت ا و است داریناپا قلیاییو  یخنث Hp در نی، کورکوم. دوم اینکهدهدمی

های متعدّدی . استراتژی(14)شود تجزیه می متانلیروولفو  اسیدکیفرول ،نیلیوان ،هگزانال-5-کسوی اد-2،4-(لیفنی متوکس

 ها بطور کامل موفق نبودند. است اما هیچ یک از آنها به کار گرفته شدهبرای غلبه بر این محدودیت

طیها در محمستلزم انحلال آن( IsActive Pharmaceutical Ingredients, APیی )مواد فعال دارو فراهمی-زیستکاربرد و  

 رایز .ودشیم لیموضوع مهم تبد کیمحدود داروها در آب به  تیمشکل حلال ن،یدارو است. بنابرا زیتجو ریدر مس یآب یها

 .امحلول در نظر گرفتن توان عملاً یشده را م دیتول دیجد یاز داروها یهدهد بخش قابل توجّیطور که مطالعات نشان مهمان

 موضوع ینا یتاهمکند. ها را ایجاد میAPIجدید برای غلبه بر مشکل حلالیت ضعیف ی هااین مسئله نیاز به توسعه استراتژی

تواند منجر به یبلکه م ،کندیم یریگدارو جلو فراهمی-زیستمحدود نه تنها از  یتنهفته است که حلال یتواقع یندر ا

است و  یضرور محلولکم یرد داروهادوز است که در مو یشاز افزا یعوارض ناش ینشود. ا یزن یهقابل توجّ  یعوارض جانب

 .(84)د شودستگاه گوارش  یکتحرتواند موجب می

تغییرات  کرد. یبندها طبقهروش ریو سا ییایمیشتغییرات  ،یکیزیف تغییرات توان بهیرا م هادارو تیبهبود حلال یهاروش

 ،مورفاشکال پلیمانند ) ستالیکر شکل تغییر ،(ونیو نانوسوسپانسیزاسیون کرونیمانند م)کاهش اندازه ذرات فیزیکی شامل 
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 ،(Eutectic mixtures) کیوتکتی یهامانند مخلوط ییهادر حامل (Drug dispersion) دارو ی، پراکندگ(آمورف و تبلور

، Hpباشد. تغییرات شیمیایی نیز شامل تغییر ( میCryogenic) یبرودت یهاروشو  (Solid dispersions) جامد یپراکندگ

 تیحلال شیبا هدف افزا یگریدهای باشد. استراتژیو تشکیل نمک می (13)سازی، تشکیل کمپلکس اده از بافر، مشتقتفاس

 هاکنندهاستفاده از ادجوانت مانند سورفکتانت، حل(، Supercritical fluid process) بحرانیمثل فرآیند سیال فوق دارو 

(Solubilizers )(40)های یوتکتیک عمیق طبیعی )له از حلاو استفاد یدروتروفی، ه Natural deep eutectic solvents,

NADES )های فیلیک بعنوان سیستم دارورسانی برای افزایش حلالیت مولکولد. همچنین استفاده از پپتید آمفیوجود دار

 .(14)است آبگریز مثل کورکومین گزارش شده

 های مرسومشرودر مقایسه با برخی از ( enetrating Peptides, CPPsP-Cell) یسلول نفوذگر یدهایپپت رسانی،در زمینه دارو

های مینهشوند؛ بنابراین زمد و ایمن تلقی میآو بسیار کار نشدهباعث از بین رفتن یکپارچگی و انسجام غشاهای سلولی 

ه توجّ نفوذگر سلولی دهای اخیر پپتی هایدر سال .(10)ند کنمیجدیدی را برای تحقیقات و کاربردها در علوم مختلف فراهم 

ها . آن(94)د ناهدها برای ورود به سلول جلب کره به توانایی ذاتی آنمد با توجّآهای تحویل سلولی کارزیادی را بعنوان حامل

)مانند ، داروها (siRNA) های کوچک تداخلیDNA ،RNA ها مانند پلاسمید،ای از ماکرومولکولقادر به حمل طیف گسترده

ل سلول اکتیو برای تصویربرداری داخترکیبات فلورسنت یا رادیوها، ها، ویروسهای ضدسرطان(، نانوذرات، پروتئیندارو

یا  (PTDs otein transduction domains,Pr)های انتقال پروتئین که همچنین بعنوان دمین. این پپتیدها (13, 11)د هستن

ساختار و  که دآمینه هستنیداس 30الی  5کوتاه شامل  شوند پپتیدهاییشناخته می (Trojan peptides) پپتیدهای تروجان

به وشیمیایی کخصوصیات فیزی اساسبر توانی را میسلول نفوذگر یدهایپپت. (17)ی دارند شیمیایی متنوعوخصوصیات فیزیک

 طبقه بندی کرد.پاتیک و آمفیآبگریز پپتیدهای کاتیونی، شامل  سه دسته اصلی

اوّلین  د.ناهخته شدیزین سامعمولا از اسیدهای آمینه آرژنین و لای از پپتیدها با بار مثبت هستند که کاتیونی دسته دهایپپتی

CPP  مشتق از پروتئینTat  1ویروسHIV‑ د. های پپتیدی طبیعی هستنیک پپتید کاتیونی است. اکثر پپتیدهای کاتیونی توالی

 یدهایپپت یعات رواست. مطالساخته شده (32) نیزیو ل نیآرژن یمرهایپلاز جمله همو یمصنوع یونیکات دیپپت نیچند راًیاخ

 شیافزا موجب نید آرژنتعدا شیلازم است و افزانفوذپپتید به سلول  یبرا نیآرژن 6است که حداقل نشان داده نیبر آرژن یمبتن

ت که اس نیر افرض بد. دارن بیشتری سلولی نقش نفوذهای آرژنین نسبت به لیزین در ورزید . همچنینشودیم نفوذ پپتید

 کنند.یم جادیا یبار منف یدارا یسلول یبا غشا (28,30,83) یقو کیالکترواستات یهابار مثبت، برهمکنش یدارا یهارزیدو

ن به آ یبیرکت لیل و مصااز اتّ نیآرژن ینیومدیکه گروه گوان دهدمینشان  نیزیگولیو ال نیگوآرژنیال سهیمقا یمطالعات بر رو

  .(15)د کنیم یبانیپشت یسلول یغشا یهاناکیپروتئوگل

 این گروه از پپتیدها. باشندمی قطبی )آبگریز(غیر ( وآبدوستدو ناحیه از اسیدهای آمینه قطبی ) دارای پاتیکآمفیپپتیدهای 

 هستند.آلانین و فنیل یپتوفان، ترآلانین ،وسینآبگریزی مثل والین، لوسین، ایزول اسیدهای آمینهغنی از  ،بر لیزین و آرژنینعلاوه 

بارز  یژگیوهای کاتیونی است.  CPPا لاً متفاوت بها به سلول کامپاتیک به غشای پلاسمایی و ورود آنهای آمفی CPPاتّصال 

 CPP ردکه  است یدیپیل هیها به دولاغشا و وارد شدن آنی آبگریز هاها با قسمتآن یبرهمکنش قو کیپاتیآمف یدهایپپت

که  یونیکات یها CPPبرخلاف  شود.یبرهمکنش در نظر گرفته م یاصل یرویو بعنوان ن استهمشاهده نشد یونیکات های

 .(41, 30)د باشنها مرتبط کولیدارند با وز لیتما کیپاتیآمف یاه CPPقرار دارند  توپلاسمیدر س عمدتاً
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غیرقطبی  آمینه اسیدهایشامل ند ا( مشتق شدهSignal peptide sequences) اکه از توالی سیگنال پپتیده های آبگریزیپپتید

 درغشاهای سلولی  های آبگریزها به دمینهای آبگریز و تمایل زیاد آناین موتیف هستند و در نتیجه بار خالص پایینی دارند.

و فاکتور رشد  3SG، Y105C،7-Pepاز جمله  زیآبگر CPP. تاکنون تنها چند هستندسلول بسیار مهم  ورود بهیند آفر

کمتر مورد  زیگرآب CPP انتقال سمیکاربرد و مکان ک،یپاتیو آمف یونیکات یدهایبا پپت سهیاست. در مقاگزارش شده تبروبلاسیف

ه ته بوابسغیر خودی در یک روشبهتوانند بطور خوداین خانواده از پپتیدها میاست که پیشنهاد شده است.مطالعه قرار گرفته

 . (14, 15)ت متفاوت اس CPPهای دهند که با سایر ردهمیدرنتیجه رفتارهایی نشان  و ندکن عبورغشا  عرضاز  انرژی

تولید  های طبیعی )که توسط موجودات زندهپپتیداساس منشا به سه گروه بر توانی را میسلول نفوذگر یدهایپپتهمچنین 

زمایشگاه آمل در دهای مصنوعی )که بطور کاهای طبیعی اصلاح شده هستند( و پپتیشوند(، پپتیدهای کایمری )که پروتئینمی

 . تقسیم کرد اند(طراحی و سنتز شده

یبه نظر م رایز ت.اسطور کامل روشن نشدهها بها و محموله آن CPPورود به سلول  سمیمکانبه رغم تحقیقات گسترده، 

 دیپپت هیو ثانو هیلاوّ یا، ساختاره، ویژگی فیزیکوشیمیاییلظتغاندازه، مانند  یعوامل مختلف سلول به به ورود این پپتیدهارسد 

 نیا اب ته باشند.داشسلول  ی در ورود پپتید بههقابل توجّ  ریثاتوانند تیها در واقع میژگیو نیدارد. ا یمحموله بستگ تیماهو 

ورود  یرهایمس نیا. استفاده کند سلول د بهورو یبرا یمختلف یرهایتواند از مسیم CPP کیاست که وجود مشخص شده

 .(51)ی وابسته به انرژ توزیو اندوس یمستقل از انرژ میشوند: نفوذ مستقیم میبه دو گروه تقس یبطور کلّ

محلول پذیری و حمل داروهای کمبمنظور افزایش انحلال YYYYRRRR-FAMپاتیک با توالی پپتید آمفی مطالعه قبلیدر 

است که به صورت فلورسین بوکسیکر-(5/6) رنگ فلورسنت نام تجاری FAM  .(20) و سنتز شد طراحیکورکومین مانند 

بگریز برای بررسی همچنین از کورکومین بعنوان یک داروی آ .(2) رودگسترده ای برای نشاندار کردن پپتیدها به کار می 

ز دوست )تتراآرژنین( و آبگریید مورد نظر دارای دو ناحیه آبپتپ .استاتّصال به پپتید مذکور و محاسبه ثابت اتّصال استفاده شده

ین کومرآبگریز به کو-رود تتراتیروزین بسبب دارا بودن ماهیت آبگریز با برهمکنش آبگریز)تتراتیروزین( است و انتظار می

 شود.متّصل 

سلولی مختلفی  ای نفوذگر. پپتیدهها هستندرسانی به سلولهای داروپپتیدهای نفوذگر سلولی یکی از کارآمدترین روش

اشند. ا حلقوی بطی و یختوانند اند. این پپتیدها میها مورد بررسی قرار گرفتهها و داروبعنوان حامل برای بسیاری از مولکول

ن یکورکومقایسه با اتّصال کووالانسی پپتید به مکورکومین در -با تشکیل کمپلکس پپتید ((5WRپپتید حلقوی نفوذگر سلولی 

ناسبی برای مبعلاوه این پپتید حامل  .(15, 2)دارد شود و کارآیی بیشتری ب نفوذ بیشتر کورکومین به سلول میموج

 .(51)شود دوکسوروبیسین نیز هست و با تشکیل کمپلکس موجب نفوذ آن به سلول می

پذیری کورکومین در ایش انحلالورکومین موجب افزک-( با تشکیل کمپلکس پپتید8Rآرژینین )پپتید نفوذگر سلولی اکتا

 .(44) دهدباکتریال کورکومین را افزایش میمحیط آبی شده و نیز خاصیت آنتی

پذیری بعنوان حاملی مناسب جهت افزایش انحلال FAM-YYYYRRRR تلاش شد که پپتید نفوذگر سلولی مطالعهدر این 

با توجه به آنچه گفته شد بسیاری از داروها زیرا  گردد. طراحی و سنتز مانند کورکومین و نفوذپذیری داروهای کم محلول

ها با توانند بعنوان یک عامل درمانی موثر عمل کنند و استفاده از آناغلب نمی کم و نفوذپذیری پایین پذیریبدلیل انحلال
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پذیری و هت افزایش انحلالزایی کم جمد با سمیت و ایمنیآهایی کاربه استفاده از حاملبنابراین نیاز محدودیت همراه است. 

 شود. محلول احساس می کمپذیری سلولی داروهای ذنفو

 هامواد و روش

-N-N-′N-′N-ایل(-1-آزولتری)بنزو-O(، 001CTC, RTZ-2کلرید )تریتیلکلرو-2رزین 

(،  ,8008940250DIPEAآمین )اتیلایزوپروپیلدی-N-N(، HBTU) فلوئوروفسفاتهگزااورونیوممتیلتترا

 لانیسلیپروپزویایتر(،  ,1082621000TFA)اسید استیکفلوئوروتری، )8222960500( فنول، )8222990100( پیپریدین

(8413590010TIPS, و کورکومین )  .فرمامیمتیلدیاز شرکت مرک خریداری شدند( د,DMF 1030342511دی ،) کلرومتان

(1060502500DCM, و متانول ) )اسیدهای آمینه محفاظت شده )ول تهیه شدند. هانی شرکتاز  )1135512500-Fmoc

105OH, AFR-Arg(Pbf)  105وOH, AFY-Tyr(tBu)-Fmoc( از شرکت اپتک و رنگ فلورسنت )فلورسین کربوکسی-(5/6

(5-03-76823FAM, )  1640از شرکت کایمن خریداری شدند. محیط کشت RPMI( سرم جنین گاوی ،Fetal Bovine 

Serumسیلینبیوتیک پنینتی( و آ-( استرپتومایسین از شرکت بیوایدهidea-Bio.تهیه شدند ) 

 

 بررسی و طراحی ساختار سه بعدی پپتید و کورکومین 

 جام شد. ان=pH 7ر د PEP-FOLD-4با استفاده از سرور  YYYYRRRRطراحی ساختار سه بعدی پپتید 

PEP-FOLD-4 بینی دقیق و سریع های اسیدآمینه است. پیشی پپتیدی از توالیبینی ساختارهایک رویکرد جدید با هدف پیش

و  pH (51) ها وابسته بهناسیدآمینه در محلول آبی کاربردهای زیستی فراوانی دارد اما ترکیبات آ 40ساختار پپتیدهای کمتر از 

ی ماشینی مانند ی از رویکردهای یادگیریک قدم فراتر از بسیار PEP-FOLD-4غلظت نمک است. در این راستا، 

AlphaFold2 ،TrRosetta  وRaptorX  است و نتایج را در فرمتPDB افزارهای منماید تا در سایر ابزارها و نرارائه می

 http://bioserv.rpbs.univ-paris-diderot.fr/services/PEP-FOLD4در آدرس  PEP-FOLD-4محاسباتی قابل استفاده باشد. 

 PubChemاستخراج شد.  PubChem. ساختار سه بعدی کورکومین از پایگاه داده (38)موجود و قابل دسترسی است 

ت و در انجام اس یره قابلها براساس نام، فرمول، ساختار و غهای شیمیایی است که بازیابی دادهبزرگترین پایگاه داده مولکول

 .(39) موجود و در دسترس است http://pubchem.ncbi.nlm.nih.govآدرس 

انجام  6ویرایش  MVD (Molegro Virtual Docker)افزار با استفاده از نرم کورکومین-همکنش و داکینگ پپتیدی بربررس

را  لیگاند-دو مولکول، بویژه پروتئین گیری ترجیحیجهتاتّصال و  وضعیتّ فضایی، چگونگی روشی است که داکینگشد. 

-پپتیدصال اتّ  و بالفعل های بالقوهتعیین مکان و امتیازدهی ،یریگنمونه سازی،آماده حلایند داکینگ، مرآدر فردهد. ارائه می

-صال با کیفیت بالا و بهینه ارائه مییک اتّ ات خود،محاسبو سازی براساس یک روش بهینه MVD v.6کورکومین بررسی شد. 

  خروجی پپتید PDB. برای مطالعه برهمکنش و چگونگی اتّصال، از فایل دده

PEP-FOLD-4  یل فاوSDF  از پایگاه دادهPubChem  استفاده شد. روش محاسبه در MVD v.6دهی با تابع امتیازMolDock–

GRID  و الگوریتمMolDock SE  13/61انجام شد. نقطه مرکزی در موقعیتّ فضاییX=  ،11/85Y= -  05/49وZ= -  برای
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اتّصال کورکومین در همه م در نظر گرفته شد تا امکان آنگسترو 15های پپتید و شعاع انجام داکینگ با توسعه به تمام بخش

  های ممکن پپتید لحاظ شود.موقعیتّ

 پاتیک سنتز پپتید آمفی

 تهیه شد (SPPS hase Peptide Synthesis,P-Solidلف( به روش سنتز در فاز جامد )ا-2)شکل  YYYYRRRR-FAMپپتید 

لین صال اوّین با اتّسنتز پپتید روی رز منظوربدین گیرد. میصورت  )رزین( بستر جامددر این روش، سنتز بر روی یک  .(12)

 د.یابامه میادنتهای آمین و اتّصال آمینواسیدها یکی پس از دیگری تا ا شودمی آغاز انتهای کربوکسیل پپتیدآمینه از اسید

یک ( شد. Swelling) متورم DMFل ط حلاگرم رزین توسمیلی 300آمینه بر روی رزین، ابتدا بمنظور بارگذاری اوّلین اسید

با  DMF:DCMمحلول  لیترمیلی 5/4( در mg 86 ،mmol 119/0) OH-Arg(Pbf)-Fmocآمینه محافظت شده والان از اسیداکی

 با غلظت DIPEAوالان اکی 5حل و به رزین اضافه شد. سپس  حجمی-حجمی 1به  9نسبت 

 با غلظت DIPEAوالان اکی 5/1دقیقه  5گذشت شد. بعد از  ( به آن افزودهml 48/1، mmol 595/0مولار ) 4/0

ج شدند و رزین با ها با فیلتراسیون خاردقیقه محلول 60( به رزین اضافه شد. بعد از ml 446/0 ،mmol 1785/0مولار ) 4/0

DMF ر له قبل باین، مرحرزهای فعّال روی سطح آمینه به جایگاهشسته شد. بمنظور اطمینان از اتّصال حداکثری اوّلین اسید

های فعّال سایر جایگاه ( بمنظور مسدود کردنCapping) گذاریآمینه، مرحله کلاهکشد. بعد از اتّصال اوّلین اسیددیگر تکرار 

لیتر به ازای هر گرم رزین( به رزین افزوده و بعد میلی 2لیتر متانول )میکرو 600گرفت؛ بنابراین مانده روی رزین صورتباقی

روه گیرد و گصورتزدایی بایست محافظتآمینه میشسته شد. برای اتّصال دومین اسید DMFدقیقه رزین فیلتر و با  15 از

 3وسط رزین ت بدین منظور انکوباسیون گردد.زین جداآمینه بارگذاری شده بر روی راز انتهای آمین اسید Fmocمحافظ 

بهمراه  HO-Arg(Pbf)-cFmoشده والان از اسیدآمینه محافظتاکی 4فت. رگدقیقه صورت 10بمدت  %20پیپریدین لیتر میلی

ها تا زدایی آنمحافظته بعدی و گردید. اتّصال اسیدهای آمینبه رزین اضافه HBTUوالان اکی 95/0و  DIPEA والاناکی 5/2

آمینه محافظت والان از اسیداکی 4شتم، یابد. برای اتّصال اسیدهای آمینه چهارم تا هکامل شدن توالی بهمین ترتیب ادامه می

های آمینه، توسط تست کایزر مورد زدایی اسیدمراحل اتّصال و محافظت استفاده شد. در تمامی OH-Tyr(tBu)-Fmocشده 

 والاناکی 5/2در  FAMگرم رنگ میلی 200تایید قرار گرفت. پس از کامل شدن توالی پپتید، بمنظور نشاندار کردن آن 

DIPEA  مولار ) 4/0با غلظتml  

3 ،mmol 19/1 والان اکی 95/0( وHBTU  5/0با غلظت ( مولارlµ 900، mmol 19/1حل شد. سپس محل ) ول حاویFAM 

و  CMD ،DMFساعت رزین بترتیب با  21به رزین اضافه گردید. بعد از گذشت  DMSO میکرولیتر 100فعال شده بهمراه 

ای محافظ ههوگرن بمنظور جدا کردن پپتید از رزین و همچنین جدا شدن شک کردن رزیشد. پس از خمرتبه شسته 3متانول 

، TIPS% 5/2فنول،  TFA ،5% 90ل %( شامCleavage cocktailگر )لیتر مخلوط تجزیهمیلی 3اسیدهای آمینه از زنجیره جانبی 

اوی پپتید و مخلوط حفیلتر کردن رزین، محلول دقیقه انکوبه گردید. بعد از  45شد و رزین بمدت آب دیونیزه استفاده 5/2%

زدایی شده به محلول پپتیدی پپتید محافظت دادن رسوب گرفت. برایروی همزن مغناطیسی قرار ساعت 10دت بمگر یهتجز

یوژ شد. گراد سانتریفه سانتیدرج 4 و در دمای rpm 4500دقیقه با دور  20گردید و بمدت اتر سرد اضافهاتیللیتر دیمیلی 45

 ب مراحل سنتز-2سنجی جرمی تایید شد. شکل خالص و صحت سنتز پپتید توسط طیف HPLC-RPسپس رسوب توسط 

 دهد.را بطور خلاصه نشان می YYYYRRRR-FAMپپتید 
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به صورت  YYYRRRRY-FAM نتز پپتیدمراحل کلی س )ب(-g.mol 75/1653-1با وزن مولکولی  YYYYRRRR-FAM)الف( ساختار پپتید  -2شکل 

 فلورسانس است(. رنگنام تجاری  FAM) شماتیک

 

 پپتیدبه  تعیین ثابت اتّصال کورکومین

 v/vمولار )یلیم 20در مخلوط اتانول/بافر فسفات سالین و کورکومین  YYYYRRRR-FAMابتدا طیف جذب نوری پپتید 

تیتراسیون طیف جذبی در رای تعیین ثابت اتّصال، . بثبت شد Jena Analytikمرئی -سنج فرابنفشدستگاه طیفتوسط ( 3/2

 .ناحیه مرئی بصورت زیر انجام پذیرفت

داشتن غلظت گهنشد. با ثابت مولار در مخلوط مذکور ساختهمیلی 1میکرومولار و کورکومین  10محلول پپتیدی با غلظت 

سی شد. بمنظور میکرومولار طیف جذبی ضبط و برر 7/285تا  34/12میکرومولار و تغییر غلظت کورکومین از  10پپتید در 

بود. پس از انجام  میکرومولار پپتید نیز 10الذکّر حاوی کننده فوقکورکومین تیترطی تیتراسیون، محلول حذف اثر رقتّ 

ط نرم نانومتر رسم شد و ثابت اتّصال توس 505ر طول موج د کورکومین-منحنی ایزوترم اتّصال پپتید تیتراسیون،

 محاسبه گردید. OriginLab افزار

 کشت سلولی
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 Jurkatهای یداری شد. برای کشت سلول( خرIBRCاز مرکز ملّی ذخایر ژنتیکی و زیستی ایران ) cell-Jurkat T رده سلولی

اده ( استفX100) سترپتومایسینا-سیلینبیوتیک پنیآنتی 1%(، FBSسرم جنین گاوی ) %10حاوی   1640RPMIاز محیط کشت 

 شدند. دادهکربن کشت اکسیددی %5گراد و درجه سانتی 37ها در انکوباتور با دمای . سلولشد

 MTTتست 

MTT های دهیدروژناز فعّال در یک نمک تترازولیوم زرد رنگ و محلول در آب است. شکستن حلقه تترازولیوم با آنزیم

های زنده در ته کند. هر چه تعداد سلولو بنفش رنگ تبدیل می های زنده، محلول را به فورمازان نامحلولمیتوکندری سلول

 همراه با محیط کشت Jurkat. در این تست، ابتدا بیست هزار سلول (40, 43)چاهک بیشتر باشند، شدّت رنگ بیشتر است 

 1640RPMI   10حاوی% FBS  و  20، 10 ،5، 1، 5/0های ها با غلظتخانه کشت داده شدند. سلول 96در هر چاهک پلیت

های مذکور تیمار شدند. برای افزایش دقّت با غلظت 1:1یکرومولار از کورکومین و کمپلکس پپتید/کورکومین به نسبت م 50

گراد قرار گرفت. سپس درجه سانتی 37در آزمایش، هر کدام از تیمارها با پنج تکرار انجام شد و سپس پلیت در انکوباتور 

یط کشت به هر چاهک افزوده و پس از اتمام میکرولیتر مح 90بهمراه  mg/ml 5با غلظت  MTT میکرولیتر از محلول 10مقدار 

 میکرولیتر از محلول  100ساعت،  4زمان انکوباسیون بمدت 

HCl-SDS  گراد انکوبه نموده و بعد خوانش درجه سانتی 37ساعت در انکوباتور  17به هر چاهک افزوده شد و پلیت بمدت

 گرفت.نانومتر صورت 570در طول موج  ELISA Readerه پلیت توسط دستگا

              نتایج

دهد. را نشان می Hp=7 در FOLD-PEP-4بینی و مدل شده در ، پیشYYYRRRRYالف ساختار سه بعدی پپتید -3شکل 

نشان داد  .6MVD vر زاافر نرمد -4/108ورکومین با امتیاز ک-قرارگیری )پوز( پپتیدهمچنین نتایج برهمکنش برترین وضعیت 

، پیوند 5تّصال، اسیدآمینه آرژنین در موقعیت ب(. در این ا-3پپتید مذکور و کورکومین اتّصال مناسبی دارند )شکل  که

شود که به گزارش می 5و آرژنین  4، تیروزین 1 های تیروزیناست. همچنین اثرات فضایی در موقعیتّهیدروژنی برقرار نموده

 ج(.-3اند )شکل ر شدهنحوه اتّصال منج

 

 بعدی برهمکنش ساختار سهب( ، )PEP-FOLD-4 بینی و مدل شده درپیش، YYYYRRRR)الف( ساختار سه بعدی پپتید  -3شکل 

رنگ که پپتید به لیگاند؛ -های هیدروژنی و فضایی میان پپتیدج( برهمکنش) ،MVD v.6 برترین پوز در-آبی:پپتید و زرد: کورکومین ؛لیگاند-پپتید

 و کورکومین به رنگ زرد مشخص شده است. خاکستری 
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( HPLCوسط دستگاه کروماتوگرافی مایع با کارآیی بالا )شده تسازی و تعیین درصد خلوص پپتید سنتزبررسی اوّلیه، خالص

حجمی  صورت گرفت. به این منظور پپتید ناخالص در آب/استونیتریل به نسبت 1260A آمریکا، مدل Agilentساخت شرکت 

میکرون  5با قطر ذرات  ،mm 2/21 150( به ابعاد Semi Preparativeای )نیمه تهیه 18Cحل شد و سپس به ستون  1:1

 ml/minنانومتر تنظیم گردید. سرعت جریان فاز متحرک  445و  220های در طول موج DADتزریق شد. همچنین آشکارساز 

ین درصد خلوص شده جهت تعیتنظیم گردید. سپس پپتید خالص 1مطابق جدول  ت گرادیان فاز متحرکبود و برنامه تغییرا 8

دهنده شد. سطح زیر پیک کروماتوگرام حاصل نشان تزریق mm 6/4 250( به ابعاد Analyticalای )تجزیه 18Cبه ستون 

جی سناز دستگاه طیف YYYYRRRR-FAMصحت سنتز پپتید نشاندار  دبمنظور تایی الف(.-4پپتید است )شکل  %97خلوص 

ید نشاندار سنجی پپتاستفاده شد. نتایج حاصل از جرم  6410Quadrupole  Triple  آمریکا، مدل Agilentجرمی ساخت شرکت 

بت جرم به بار ها نشان دهنده نسر این طیف پیکاست. دب نشان داده شده-4در شکل  g.mol 75/1653-1با وزن مولکولی

(m/z.هستند ) 

 

 

 

 

 

 

 

   RP-HPLCسازی پپتید در دستگاه برنامه تغییر گرادیان فاز متحرک در واحد زمان برای خالص -1جدول 

 درصد آب درصد استونیتریل زمان )دقیقه(

0 10 90 
18 48 52 
30 49 51 
40 95 5 
50 10 90 
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 یف جرمیباشد. )ب( طمی %97. سطح زیر نمودار نشان دهنده خلوص FAM-YYYYRRRRخالص شده  ای پپتید)الف( کروماتوگرام تجزیه -4شکل 

 FAM-YYYYRRRRپپتید 

است. الف نشان داده شده-5میکرومولار در شکل 5و  100های طیف جذب نوری پپتید و کورکومین بترتیب با غلظت

( حل شدند و v/v 3/2مولار )میلی 20فسفات سالین ل/بافربمنظور دستیابی به این طیف، پپتید و کورکومین در حلال اتانو

گردید. کورکومین مولکولی بسیار آبگریز  نانومتر توسط دستگاه اسپکتروفتومتر ثبت 600تا  200طیف مذکور از طول موج 

کردن ایی برای حل فسفات به تنهپذیری بسیار کمی در آب دارد، بنابراین استفاده از آب یا بافر سالینباشد و انحلالمی

شود پیوند الف مشاهده می-5طور که در شکل کرد. همان پذیری را حلکورکومین کافی نبود و افزودن اتانول مشکل انحلال

 M 100 ≃ε-نانومتر ) 210-220جذب ضعیف بین و (  cm1-M 7000 ≃ε-1) نانومتر 190پپتیدی دارای جذب قوی در حدود 

1-cm1نانومتر 275در حدود  زین نیروزیت ه جانبی. زنجیر(24) باشد( می (1-cm1-M 1420≃ε )  همچنین  .(53)جذب دارد

که در این دارای جذب است  نیز نانومتر 400-530است در محدوده  نشاندار شده FAMبعلتّ آن که پپتید با رنگ فلورسنت 

، 192های ثر جذب در طول موجای سه قلّه با حداکباشد. کورکومین دارنانومتر می 485و 458دارای دو قلّه در ناحیه  محدوده

 .(16)باشد های جایگزین میکتوندی-حلقه بنزن و بتا ،>C=C< کروموفورباشد که بترتیب مربوط به نانومتر می 420و  254

د و افزایش لظت پپتیغداشتن بررسی برهمکنش و تعیین ثابت اتّصال بین کورکومین و پپتید، تیتراسیون با ثابت نگه بمنظور

 1میکرومولار/ 01گرفت. به این منظور مقادیر مختلفی از محلول پپتید/کورکومین )بترتیب با غلظت کورکومین صورت غلظت

بسبب وجود غلظت یکسان  ها اضافه شد.رومولار پپتید مطابق توضیحات قسمت مواد و روشمیک 10مولار( به محلول میلی

. (33)د شود( حذف گردیکننده، اثر رقتّ )که موجب کاهش جذب نور در طیف میشونده و تیترپپتید در هر دو محلول تیتر

یژه ایش در طیف جذب بوشود با افزودن مقادیر مختلف کورکومین به پپتید شاهد افزب مشاهده می-5طور که در شکل همان

 ین است.متر هستیم که مربوط به جذب نور توسط کورکومنانو 520الی  480در ناحیه 

ای از طیف جذب بررسی گردد که پپتید مذکور دارای بیشینه جذب برای محاسبه ثابت اتّصال، تیتراسیون باید در ناحیه

 ج(.-5نانومتر رسم شد )شکل  505باشد. به همین علّت نمودار ایزوترم اتّصال در طول موج 

افزار (، با استفاده از نرمOne Guest-Two Host) یک میهمان-ثابت اتّصال حاصل از این تیتراسیون با مدل دو میزبان

OriginLab  میهمانمولکول  پپتیدگردید. در اینجا محاسبه 1و توسط معادله (G) میزبانمولکول  کورکومینو (H) باشند. در می

کومین در طول موج کور-بترتیب بیانگر غلظت اوّلیه پپتید، جذب پپتید و حداکثر جذب مجموعه پپتید 0G ،Ig ،Ighاین معادله 

      است. نشان داده شده Kباشند. ثابت اتّصال نیز با نماد نانومتر می 505
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Y=Ig/(1+K1*net(K1,K2,x,Go)+K1*K2*(net(K1,K2,x,Go))^2)+(Igh*K1*net(K1,K2,x,Go))/(1+K1*net(K1,K2,x,

Go)+K1*K2*(net(K1,K2,x,Go))^2)+(Ighh*K1*K2*(net(K1,K2,x,Go))^2)/(1+K1*net(K1,K2,x,Go)+K1*K2*(ne

t(K1,K2,x,Go))^2)                                                                                          (1)  

 2a(K(=M 510× 3-1 ملکول پپتیدبرای دومین  و K)M 714/2=)1a-1 لکول پپتیدوم ثابت اتّصال پپتید به کورکومین برای یک

یک میهمان برای -با توجه به ناچیز بودن ثابت اتّصال پپتید اول می توان گفت هرچند به کاربردن مدل دو میزبان محاسبه شد.

 یک میهمان اتفاق می افتد. -محاسبه رگراسیون ضروری بود اما در عمل اتّصال به صورت یک به یک یا یک میزبان

 

-FAM تیتراسیون پپتید. )ب( نیفسفات سال بافر /اتانولو کورکومین در حلال   FAM-YYYYRRRR پپتید مرئی-فرابنفش )الف( طیف جذب -5شکل 

YYYYRRRR 7 در توسط کورکومین .pH=طیف های a تا q کورکومین در پی افزایش تدریجی غلظت -مربوط به افزایش جذب کمپلکس پپتید

 .نانومتر 505ج نمودار ایزوترم اتّصال کورکومین به پپتید در طول موباشد.)ج( می کورکومین

 

 . اثر(4, 10)شود میهای سرطانی اند که کورکومین موجب القای آپوپتوز در بسیاری از سلولمطالعاتی مختلف نشان داده

بررسی شد.  MTTروش  توسط Jurkatهای مانی سلولبر زنده YYYYRRRR-FAMکورکومین بتنهایی و همراه با پپتید 

یابد امّا همراه شدن ها کاهش میمانی سلولاست با افزایش غلظت کورکومین، زندهدهنشان داده ش 6طور که در شکل همان

 شود.می cell-Jurkat Tهای مانی( بیشتر سلولسمیّت کورکومین و بقاء )زندهکورکومین با پپتید، موجب کاهش اثر 
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 پنجدر  شیآزما . هر1:1ورکومین به نسبت ک-ید و کمپلکس پپتیدرکومین، پپتهای مختلف کودر حضور غلظت Jurkat T-cellهای بقاء سلول -6شکل 

 P ≤ 0.001 و   P ≤ 0.05 حد در داریمعنی بترتیب تفاوت ***و *  هایعلامت .ندشد انیب ارمعی انحراف ± نیانگیها بصورت مدادهو  تکرار انجام شد

 دهند.نشان می کنترل نمونه به را نسبت

 گیری و نتیجه بحث

رژنین تتراآ پاتیک بوده و متشکل از دو قسمته در بالا اشاره شد پپتید طراحی شده در این پروژه آمفیطور کهمان

ده و آرژنین بو باشد. در اکثر مطالعات انجام شده پپتیدهای نفوذگر سلولی، غنی از)هیدروفیل( و تتراتیروزین )آبگریز( می

رژنین آآمینه باشند که بسبب وجود گروه گوانیدینیوم در زنجیره جانبی اسیدهایی با طول متفاوت میآرژنینها پلیترین آنساده

 نفوذپذیری ی شده منجر به. بنابراین با توجّه به مطالعات انجام شده، بخش تتراآرژنین پپتید طراح(54)کنند به سلول نفوذ می

سبب وجود  محلول بهباشد. داروهای کمبگریز می. از طرفی پپتید مذکور دارای بخش تتراتیروزین با ماهیت آ(2)شود پپتید می

ده ید طراحی شکنند. از آنجایی که پپتخود خواص آبگریزی پیدا می دو نوع گروه آروماتیک یا آلیفاتیک در ساختار شیمیایی

د ه این پپتیپذیر است. درنتیجهای آروماتیک امکانها با گروهباشد برهمکنش آبگریزی آندارای اسیدهای آمینه تیروزین می

 مناسب است.محلول با ساختار شیمیایی آروماتیک مانند کورکومین برای اتّصال به داروهای کم

 کرد. در ابتدا برهمکنشصل به محموله متّ یرکووالانسیغ ای یصورت کووالانستوان بپپتیدهای نفوذگر سلولی را می

های فلورسنت به پپتید مورد استفاده ی کوچک و اتّصال رنگترین روش بود و هنوز هم برای تحویل داروهاکووالانسی رایج

های  بزرگ و باردار مانند الیگونوکلئوتیدها، تشکیل کمپلکس غیرکووالانسی بسیار مورد استقبال گیرد. در مورد محمولهقرار می

از  یعیوس فیط یبرا یدیپپت یتوال کیتوان از یم نکهیا ؛است ی آنسازآمادهدر روش سهولت  نیا یایمزااست. گرفتهقرار

 یی داده شود و فرمولاسیون آن تغییر کندایمیش تغییرات آنکه در ساختار شیمیایی ماده حمل شونده مختلف بدون یهامحموله

های فعال زیستی تداخل داشته باشد یا با ایجاد تواند در عملکرد مولکول. از طرفی اتّصال کووالانسی می(83) استفاده کرد

های های ماکرومولکولی، کمپلکس. بنابراین برای محموله(1)فضایی در اتّصال دارو به هدف مشکلاتی ایجاد کند ممانعت 

 ینقش مهم توانندیکه م یرکووالانسیغ یهاچهار نوع از برهمکنش. (73)می شوند  غیرکووالانسی موجب تحویل بهتر دارو

و  کیالکترواستات یروهایواندروالس، ن یروین ،یدروژنیه یوندهایپداشته باشند شامل  هانیبه پروتئ گاندیل اتّصالدر 
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به کورکومین از نوع برهمکنش نیروهای  YYYYRRRR-FAM. در اینجا نیز اتّصال پپتید (9) هستند زیآبگر یهابرهمکنش

فرمول شیمیایی پذیر است اتّصال پپتید به کورکومین سوپرامولکولی و برگشتلاندن و واندروالسی است. از آنجایی که 

 (.1شود )واکنش کورکومین در اثر اتّصال به پپتید دستخوش تغییر نمی

   Curcumin/Peptide↔ Peptide + Curcumin                                          :1واکنش 

پلاسم چنانچه مت سیتوشود. اما در سپذیر به کورکومین متّصل میپپتید در محیط کشت و در سیتوپلاسم بصورت برگشت

ن های بیشتر طبق اصل لوشاتلیه به سمت چپ، یعنی آزاد کردن کورکومی 1کورکومین به پروتئین هدف متصّل شود واکنش 

 کند.سازی کورکومین هم عمل میشود. بنابراین کمپلکس پپتید/کورکومین بعنوان مخزن ذخیرهسوق داده می

-، طیف(8)مرئی-سنجی فرابنفشوجود دارد. این چهار روش عبارتند از: طیف گیری ثابت اتّصالچهار روش برای اندازه

مطالعات  .ITC (13) (Isothermal Calorimetryسنجی  ایزوترمال یا )و کالری NMRسنجی فلورسانس، طیفسنجی نشر 

Visible −UVمرئی )-سنجی فرابنفشروش طیف است.ها صورت گرفتهبسیاری در زمینه اتّصال کورکومین به انواع حامل

spectroscopy توصیف نیروهای برهمکنش کورکومین با پپتید، فلز، پروتئین، نانوذرات و میسل استفاده ( بطور موثر برای

 .(73)است شده

بلی اتّصال ق در مطالعهرئی، اتّصال کورکومین به پپتید بررسی شد. م-سنجی فرابنفشدر این پژوهش نیز به کمک روش طیف

های اتّصال در  مورد بررسی قرار گرفت و ثابت YYYYلکول های تیروزین و فنول به عنوان شبیه ساز بخش وکورکومین به م

زدیکی مقادیر گزارش می شود. ن M 510× 3=)2a(K-1. در این مطالعه نیز ثابت اتّصال  (20)گزارش شدند M  510-1 محدوده

ر صورت ود و یا دشصل می دهد که احتمالاً کورکومین تنها به ناحیه آبگریز تتراتیروزین متّ می ثابت اتّصال در دو مطاله نشان

   زه هستند.یا ناحیه آبدوست تتراآرژنین ثابت های اتّصال تقریباً به یک اندا FAMاتّصال به سایر نواحی مانند 

تر نانوم 505یه از پپتید شاهد افزایش جذب در ناحورکومین با افزودن کورکومین به غلظت ثابتی ک-در پی تیتراسیون پپتید

است ته شدهداشبت نگهباشد. از آنجا که غلظت پپتید در تیتراسیون ثاهستیم که این افزایش، بعلتّ اتّصال کورکومین به پپتید می

یک  رکومینکود طور که قبلا اشاره شباشد. همانهر گونه افزایش جذب در ناحیه ویژه پپتید، بسبب ایجاد کمپلکس می

یک سه است و با توجّه به تفکه فنول احاطه شدهآن توسط دو گرو کتونید-باشد که بخش بتامولکول بشدّت آبگریز می

حاظ بارالکتریکی خنثی ل. کورکومین به (73)باشد در محلول آبی می aKp 38/8 ،88/9 ،51/10پروتون اسیدی، دارای مقادیر 

بگریز رهمکنش آبهای آروماتیک است لذا اتّصال آن به زنجیره جانبی تیروزین توسط گروهبوده و در ساختار خود دارای 

های آبگریزی پروتئین فنلی به قسمتهای آریل در ترکیبات پلیگونه که قبلاً اتّصال آبگریزی گروهگیرد. همانصورت می

 . (19)بود هکووالانسی شناسایی شدیرهای غو همکاران با افزودن اوره برای از بین بردن برهمکنش راولتوسط 

برای برهمکنش  M 510× 3-1و M 714/2-1( دو ثابت اتّصال با مقادیر linear regression-Nonخطی )با روش رگراسیون غیر

ا با عملاً پپتید تنه است اغماضبسیار ناچیز و قابل  M 714/2-1است اما از آنجا که ثابت اتّصال پپتید و کورکومین محاسبه شده

( بیانگر قدرت اتّصال دو مولکول بصورت aKلازم بذکر است که ثابت اتّصال ) یک مولکول کورکومین برهمکنش موثر دارد.

تر به یکدیگر باشد و هر چه مقدار ثابت اتّصال بزرگتر باشد نشان دهنده آن است که دو مولکول محکمکووالانسی میغیر

آید و هرچه ثابت جدایی بدست می dK/1=aK( است که طبق رابطه dKت جدایی )شوند. عکس ثابت اتّصال، ثابمیمتّصل 
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شوند. ثابت اتّصال و جدایی همواره اعدادی بزرگتر از صفر هستند. تر به یکدیگر متّصل میها محکمکوچکتر باشد مولکول

 شود. ثابت اتّصال همواره از یک بزرگتر و ثابت جدایی مقادیری بین صفر تا یک را شامل می

در  2ه های کازئین توسط معادله شماربرای اتّصال کورکومین به رزیدوهای تریپتوفان در میسل aKدر مطالعات مشابه مقادیر 

و  ابیدر غ نیازئکت نت فلورسشدّ حداکثر بیبترت Fو  0F معادله نیا در. (84, 12) استشده گزارش M 410-310-1محدوده 

 های اتّصال است. تعداد محل nثابت اتّصال و  bK، نیکورکوم غلظت curcuminC ،نیکورکوم مختلف یهاغلظتدر حضور 

        )2( 

مقادیر  .(62)اند هو کازئین گزارش کرد BSAرا برای اتّصال کورکومین به  aKو همکاران مقادیر بالای  (62) همچنین نادی

 های انطباق ل میزبان، شرایط آزمایش و مدلممکن است بدلایلی مانند خواص ذاتی ملکو aKمتغیر 

(models Fittingنسبت داده ) .رگراسیونهای ها و محاسبه ثابت اتّصال نباید از روشهمچنین در تجزیه و تحلیل دادهشود 

-انسه، (22)، اسکات (92)(Burk–Lineweaverبرک )-(، لینویورHildebrand–enesiBهیلدبراند )-خطی قدیمی مانند بنسی

سترس مدرن در د یهاو برنامه وتریکامپ نکهیها قبل از اروش نیا( استفاده کرد. Scatchard، اسکچارد )(Woolf–Hanse)ولف 

ی جدید هابا روش توانیکه م شودمی های محاسباتیخطاها منجر به بروز . استفاده از این روشبودند دیمف رندیقرار گ

 .(74) ها اجتناب کرداز آن یرخطیغ رگراسیون

بررسی  MTTتوسط روش  lcel-Jurkat Tورکومین بر رده سلولی ک-در این مطالعه اثر سمیّت کورکومین و کمپلکس پپتید

 ellc-Jurkat Tی باعث کاهش اثر سمیتّ کورکومین بر رده سلول YYYYRRRR-FAMدهد که پپتید نتایج ما نشان میشد. 

کاهش  ، موجبTهای ومین، ضمن کاهش اثر سمیّت کورکومین بر روی سلولکورکشود. در نتیجه همراه شدن این پپتید با می

ملکرد ای مناسب برای حفظ عشود. در واقع این پپتید با تشکیل کمپلکس با کورکومین، بعنوان بازدارندهمرگ سلولی می

 شود.و پاسخ ایمنی می Tهای سلول

شرفته رگراسیون با روش پی YYYYRRRR-FAM درکومین به پپتیهای طیف جذب، اتّصال کودر این مقاله با استفاده از داده

ی کورکومین به زنجیره دهنده میل اتّصال بسیار بالانشان M 510× 3-1خطی بررسی شد. ثابت اتّصال محاسبه شده با مقدار غیر

کورکومین و زنجیره گروه فنول بگریز بین آهای گرفته، برهمکنشباشد. براساس مطالعات صورتجانبی تیروزین پپتید می

بلیت ی آمین قار انتهاباشد. پپتید مذکور بدلیل حضور رنگ فلورسانس دآمینه تیروزین عامل ایجاد این اتّصال میجانبی اسید

و به  کورکومین شده-پذیری کمپلکس پپتیدردیابی درون سلول را دارد. همچنین قسمت تتراآرژنین موجب افزایش انحلال

ین موجب کورکوم دهد که همراه شدن این پپتید بادهد. این مطالعه نشان میری به سلول را نیز میپپتید خاصیت نفوذپذی

 هایمانی سلولکاهش سمیّت کورکومین و افزایش زنده

cell-T Jurkat شود.می 

 سپاسگزاری

تشکر و  820 پروژه با طرح شمارهنویسندگان از پژوهشگاه ملّی مهندسی ژنتیک و زیست فناوری بابت حمایت این 

 نمایند.قدردانی می
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Abstract 

Curcumin is a member of the curcuminoid family and the most important active 

ingredient in turmeric. Despite its wide therapeutic and biological benefits, curcumin 

often cannot be an effective therapeutic agent due to its hydrophobic nature and as a 

result low solubility, and its use is limited. In order to overcome this issue FAM-

YYYYRRRR, an amphipathic cell-penetrating peptide that was synthetized in a 

previously study, was used. The tetra-tyrosine as a hydrophobic moiety of the peptide 

binds to curcumin, while the tetra-arginine with four positive charges–which is highly 

hydrophilic and electrostatically charged– moiety increases the solubility of the 

peptide/curcumin complex and at the same time enhance its cellular permeability. The 

three-dimensional structure of the mentioned peptide in PEP-FOLD-4 and peptide-

curcumin interaction was investigated in MVD v.6, which shows a suitable score of -

108.4. The binding of peptide to curcumin was calculated spectroscopically by plotting 

the binding isotherm curve and using OriginLab software. The binding constant of 

peptide molecule to curcumin is reported as 3×105 M-1. The toxicity effect of curcumin 

alone and the peptide/curcumin complex separately on Jurkat T-cells was assayed by 

MTT test and showed that the toxicity of the peptide in the complex with curcumin is 

significantly reduced on the cells. Therefore, the peptide protects T cells upon binding 

with curcumin.  

Keywords: curcumin, cell-penetrating peptide, supramolecular binding, solubility 

 

https://doi.org/10.22034/cmr.2024.8438.3299
mailto:a.norouzy@nigeb.ac.ir

