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Introduction: Molecular interactions play an important role in the phenomenon and 

biological processes. In fact, any cellular biological process ranged from genetic replication to 

the production of various proteins to the transmission of neurological, hormonal, membrane 

involves collections of molecular interactions that occur continuously. Interference in each of 

these processes at every s tage of molecular interaction may be caused by various diseases. 

Therefore, their careful s tudy can improve our unders tand of biological phenomena and lead 

to the emergence of new methods for the treatment of many diseases, in particular, the diseases 

of the nervous sys tem. For this purpose, various biophysical and biochemical methods have 

been developed. Among them, infrared laser-based methods are very useful and important. 

Thermophoresis is one of these methods, which has been considered in recent years by 

medical, pharmaceutical, neuroscience, regeneration and biology scientis ts. This method is 

based on the direct movement of molecules in a temperature slope. This type of movement 

greatly depends on the biophysical properties of the molecule, including size, load, and solvent 

layer. Micro-scale modifications in this specification can affect the properties of the molecule 

under the influence of temperature. Conclusion: Thermophoresis is an easy, accurate, and 

fas t method for analyzing the behavior of molecules. For this purpose, in the present s tudy, 

we discussed the various theoretical and practical details as well as the various advantages and 

disadvantages of measuring the tendency of small molecules, such as ions and biochemical 

molecules.
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چــــــــكيد‌‌ه

كليد‌‌ واژه‌ها:
1. زیست‌شناسی مولکولی

2. پدیده‌های زیستی
سیستم  بیماری‌های   .3

عصبی

مقدمه: تعاملات مولکولی نقش مهمی را در پدیده‌ها و فرایندهای زيستي ایفاء می‌کنند. درواقع هر فرایند 
زیستی در سلول از همانندسازی ماده ژنتیکی گرفته تا ساخت انواع پروتئین‌ها به‌منظور انتقال پیام‌های 
عصبی، هورمونی، غشا شامل مجموعه‌ای از تعاملات مولکولی هستند که به ‌صورت پیوسته رخ می‌دهند. 
بیماری‌های  توسط  است  ممکن  مولکولی  تعاملات  از  مرحله  هر  در  فرایندها،  این  از  هرکدام  در  تداخل 
مختلفی ايجاد شود. بنابراین مطالعة دقیق آن‌ها می‌تواند شناخت ما از پدیده‌های زیستی را بهبود بخشد 
و منجر به ابداع روش‌های نوین در درمان بسیاری از بیماری‌ها خصوصاً بیماری‌های سیستم عصبی گردد. 
بدین منظور روش‌های بیوفیزیکی و بیوشیمیایی مختلفی ابداع شده است. در بین آن‌ها روش‌های مبتنی 
بر لیزر فروسرخ بسیار پر مزیت و مهم می‌باشند. ترموفورز یکی از این روش‌ها است که در سال‌هاي اخیر 
بسیار مورد توجه دانشمندان حوزة پزشکی، داروسازی، علوم اعصاب، پزشکی‌ترمیم و زیست‌شناسی قرار 
گرفته است. اين روش بر اساس حرکت مستقیم مولکول‌ها در شیب دمایی است. این نوع حرکت به‌ طور 
چشم‌گیری به خصوصیات بیوفیزیکی مولکول از جمله اندازه، بار و لایة حلال‌پوشی بستگی دارد. تغییرات 
در مقیاس میکرو در این خصوصیات می‌تواند خصوصيات مولکول تحت نفوذ شیب دمایی را تحت تأثیر قرار 
دهد. نتيجه‌گيري:‌ ترموفورز روشی آسان، دقیق و سریع برای تجزیه‌ و تحلیل رفتار مولکول‌ها است. بدین 
منظور در این مقاله جزئیات مختلف نظری و عملی و همچنین مزایا و معايب مختلف سنجش میزان تمایل 

مولکول‌های کوچک همچون یون‌ها و مولکول‌های زیستی مورد بحث قرار گرفت. 

اطلاعات مقاله:
تاریخ د‌‌ريافت: 2 آبان 1397                                     اصلاحيه: 18 بهمن 1397                                      تاريخ پذيرش: 31 فروردين 1398 
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ــه از  ــی ک ــه مزایای ــه ب ــا توج ــت )10-8( ب ــی اس و جابه‌جای
ــک  ــه ی ــر ب ــای اخی ــر و موم‌ه ــد، در مه ــر ش ــن روش ذک ای
ــیعی  ــف وس ــل طی ــه‌ و تحلی ــور تجزی ــد به‌منظ روش قدرتمن
پروتئیــن  شــامل  مولکولــی  تعامــات  و  میان‌کنش‌هــا  از 
-پروتئیــن، پروتئیــن -پپتیــد، پروتئیــن -دی ان ای، پروتئیــن 
-مولکول‌هــای کوچــک و پروتئیــن -غشــا بــه کار گرفتــه 

.)10-12( می‌شــود 

دیدگاه نظری ترموفورز

ــه شــیب دمایــی  مفهــوم ترموفــورز طبــق تعریــف لودویــگ ب
در محلــول آبــی مولکول‌هــای زیســتی اطــاق می‌شــود. 
ــی و در نتیجــه  ــان حرارت ــه جری ــی منجــر ب ــن شــیب دمای ای
ــول  ــی در محل ــه عبارت ــود. ب ــز می‌ش ــا نی ــان مولکول‌ه جری
هــم جریــان دمــا و هــم جریــان جــرم انجــام می‌شــود. میــزان 
ــیب  ــاده و ش ــت م ــا غلظ ــب ب ــی متناس ــان مولکول ــن جری ای

ــود: ــی خواهــد ب دمای

در ایــن معادلــه j جریــان مولکــول، c غلظــت مــاده، DT ضریب 
توزیــع دمایــی و grad T نیــز شــیب دمــا را نشــان می‌دهنــد.

در حالــت گــذار s teady s tate جریــان ترموفــورزی بــا جریــان 
ــر  ــورت زی ــه‌ ص ــی ب ــان مولکول ــود و جری ــر می‌ش ــرم براب ج

ــود: خواهــد ب

کــه در ایــن معادلــه نیــز D نشــان‌دهندة ضریــب توزیــع 
می‌باشــد.

بــا ایــن حســاب تغییــرات ترموفــورزی اعمــال شــده در غلظــت 
ــن  ــت آورد. ای ــه دس ــع ب ــب توزی ــبت ضرای ــوان از نس را می‌ت

ــد: ــب ســورت3 می‌نامن نســبت را ضری

 s teady s tate در حالــت گــذار ∆T وجــود اختــاف دمــای
در محیــط منجــر بــه تقلیــل مولکول‌هــای حل‌شــده در 
ــر در  ــن تغیی ــود. ای ــت می‌ش ــای آن بالاس ــه دم ــه‌ای ک ناحی

ــرد: ــبه ک ــر محاس ــة زی ــوان از رابط ــت را می‌ت غلظ

ــرد  ــرم و س ــی گ ــا در نواح ــت مولکول‌ه ــانة غلظ ــه C نش ک
ــت )9(. ــه اس نمون

اجزا و نحوة کارکرد دستگاه

ــه  ــت ک ــی اس ــزا و تجهیزات ــگاهی دارای اج ــر روش آزمایش ه

مقدمه
تمامــی فرایندهــای داخــل ســلولی و خــارج ســلولی در 
تعاملاتــی  بــه‌ واســطة میان‌کنش‌هــا و  زنــده  موجــودات 
ــرد  ــورت می‌گی ــف ص ــتی مختل ــای زیس ــن مولکول‌ه ــه بی ک
ــی  ــن تعامــات مولکول ــارت‌ دیگــر ای ــه‌ عب انجــام می‌شــوند. ب
ــوند  ــام می‌ش ــی انج ــله مراتب ــورت سلس ــه‌ ص ــه ب ــتند ک هس
ــده انجــام شــود  ــد خاصــی در موجــود زن ــت فراین ــا در نهای ت
و در نتیجــة آن‌هــا موجــود زنــده بتوانــد بــا محیــط پیرامــون 
خــود ســازگاری داشــته باشــد )1(. بســیاری از ایــن فرایندهــا 
بــرای طبیعــت موجــودات زنــده مرســوم هســتند، بــرای مثــال 
ــا  ــف، ام ــای مختل ــد پروتئین‌ه ــا تولی ــازی DNA ی همانندس
در برخــی مــوارد نقــص در مســیر ایــن فرایندهــای زیســتی و 
ــرای  ــا رخــداد فرایندهــای غیرطبیعــی می‌تواننــد عواقبــی ب ی
موجــود زنــده داشــته باشــند و ســبب ایجــاد بیمــاری شــوند. 
بنابرایــن تجزیــه ‌و تحلیــل ایــن میان‌کنش‌هــا و تعامــات 
می‌توانــد گام مؤثــری در شــناخت فرایندهــای زیســتی داشــته 
ــای  ــه روش‌ه ــتیابی ب ــه دس ــر ب ــت منج ــه در نهای ــد ک باش
می‌شــود  مختلــف  بیماری‌هــای  درمــان  بــرای  نویــن 
روش‌هــای  میان‌کنش‌هــا،  ایــن  مطالعــة  به‌منظــور   .)2(
ــه‌ شــده‌اند. به‌عنــوان‌  بیوفیزیکــی و بیوشــیمیایی متنوعــی ارائ
ــی  ــر جابه‌جای ــنجش تغیی ــای س ــه روش‌ه ــوان ب ــال می‌ت مث
الکتروفــورزی کــه بــرای مطالعــة تعامــات درشــت مولکول‌هــا، 
فلورسانســی  قطبــش  هم‌دمــا،  تیتراســیون  کالری‌متــری 
ــه  ــتیابی ب ــور دس ــه به‌منظ ــطحی ک ــس س ــدید رزونان و تش
ــوند،  ــتفاده می‌ش ــی اس ــالات مولکول ــی اتص ــای کم پارامتره
ــن  ــدام ای ــه هرک ــت ک ــر اس ــه ذک ــه لازم ب ــرد. البت ــاره ک اش
ــم برخــی از  ــیت نســبتاً ک ــه حساس ــی از جمل ــا معایب روش‌ه
آن‌هــا، نیــاز داشــتن بــه مقادیــر زیــاد نمونــه و نیــز در برخــی 

ــد )4 ،3(. ــودن روش را دارن ــر ب ــوارد زمان‌ب م
در اینجــا بــه معرفــی و توضیــح روشــی بیوفیزیکی تحــت عنوان 
ترموفــورز1 می‌پردازیــم کــه بــرای اولیــن بــار توســط لودویــگ2 
توصیــف شــد )6 ،5(. ایــن روش بــر مبنــای جابه‌جایی مســتقیم 
ذرات بــر اثــر شــیب دمایــی اســت. مولکول‌هــا در شــیب دمایــی 
ــد.  ــة حلال‌پوشــی حرکــت می‌کنن ــار و لای ــدازه، ب ــه ان بســته ب
ــن  ــی از ای ــل یک ــول، حداق ــا مولک ــد ب ــل لیگان ــر تعام در اث
پارامترهــا تغییــر خواهــد کــرد. حتــی کوچک‌تریــن تغییــرات در 
ــول  ــورزی مولک ــی ترموف ــد در جابه‌جای ــا می‌توان ــن پارامتره ای

مشــاهده و بررســی شــود )7(.
ــتن  ــترس داش ــا در دس ــی دارد. ب ــای فراوان ــن روش مزای ای
ــن  ــا ای ــل را ب ــه‌ و تحلی ــوان تجزی ــه می‌ت ــی نمون ــدار کم مق
ــا  ــدازة مولکول‌ه ــرای وزن و ان ــی ب ــام داد. محدودیت روش انج
نــدارد. اندازه‌گیــری را می‌تــوان در محیط‌هــای مختلفــی 
ــع  ــلولی، مای ــارة س ــا، عص ــف، بافره ــای مختل ــون محلول‌ه چ
ــز خــون انجــام داد. همچنیــن دســتگاه  مغــزی -نخاعــی و نی
ــل ‌حمــل  ــه‌ راحتــی قاب ــه‌ای طراحــی ‌شــده کــه ب ــه‌ گون آن ب

1 Microscale thermophoresis
2 Ludwig
3 Soret
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متصــل شــده )کمپلکــس( اســت. بنابرایــن طبــق ایــن معادلــه 
می‌تــوان از اختــاف ایــن دو جملــه کســر مولکول‌هــای 
متصــل شــده و در نتیجــه ثابــت توزیــع واکنــش را بــه دســت 

.)5، آورد )13-15 

ــرای  ــه ب ــت ک ــن اس ــورز ای ــای روش ترموف ــی از مزیت‌ه یک
القــای حــرارت بــه نمونــه از لیــزر فروســرخ اســتفاده می‌شــود. 
لیــزر فروســرخ بــا دقتــی در حــدود میلــی کلویــن منجــر بــه 
ــة  ــورد در مقایس ــن م ــه ای ــود ک ــه می‌ش ــدن نمون ــرم ش گ
ــیار  ــه بس ــری نمون ــای س ــورزی غلظت‌ه ــات ترموف خصوصی
ــرخ  ــزر فروس ــه لی ــه اینک ــه ب ــا توج ــی، ب ــم اســت. از طرف مه
بــر روی نمونــه متمرکــز می‌شــود، می‌توانــد در محــدودة 
ــن  ــود و ای ــه ش ــای نمون ــش دم ــه افزای ــر ب ــری منج میکرومت
بــرای تجزیــه ‌و تحلیــل ســریع ترموفــورز بســیار مهــم اســت. 
حرکــت مولکول‌هــا در محلــول بــه انتشــار بســتگی دارد. لیــزر 
ــا در  ــاف دم ــبب اخت ــی س ــی موضع ــا حرارت‌ده ــرخ ب فروس
محلــول شــده و ایــن اختــاف دمــا باعــث حرکــت مولکول‌هــا 
ــد  ــود. کل رون ــول می‌ش ــا در محل ــازی دم ــت همگن‌س در جه
اصلــی آزمایــش می‌توانــد در ۳۰ ثانیــه انجــام شــود. بــه ‌ایــن 
‌ترتیــب کــه یــک ثانیــه پــس ‌از آنکــه لیــزر فروســرخ روشــن 
ــه  ــرژی در موضــع جــذب می‌شــود و توزیــع دمایــی ب شــد، ان
حالــت تعــادل می‌رســد و دمــای حالــت گــذار از یــک درجــة 
ــه‌  ــه ب ــی ۶ درج ــدوداً ۲ ال ــن )ح ــة کلوی ــه ده درج ــن ب کلوی
طــور معمــول( افزایــش می‌یابــد. پــس ‌از ایــن افزایــش ســریع 
دمــا خیــز دمایــی )MST(7 ترموفــورز در محلــول گرادیــان یــا 

ــد )14 ،13(. ــاد می‌کن ــی ایج ــیب غلظت ش

تفسیر سیگنال‌ها

همان‌طــور کــه در بخــش قبــل اشــاره شــد در روش ترموفــورز 
به‌منظــور  می‌شــود.  اســتفاده  فلورسانســی  رنگ‌هــای  از 
ــش  ــه بخ ــا ب ــن رنگ‌ه ــده، ای ــول پذیرن ــان‌دارکردن مولک نش
خاصــی از مولکــول متصــل می‌شــوند. در طــول آزمایــش 
ــاز  ــط آشکارس ــا توس ــن رنگ‌ه ــده در ای ــاد ش ــرات ایج تغیی
ــوداری  ــورت نم ــه‌ ص ــل ب ــج حاص ــردد. نتای ــخص می‌گ مش
کــه تغییــرات فلورسانســی را در طــول زمــان نشــان می‌دهــد 
ــه  ــد مرحل ــاوی چن ــودار ح ــن نم ــوند. ای ــش داده می‌ش نمای
اســت کــه از هرکــدام می‌تــوان اطلاعــات خاصــی از تعامــات 
مولکولــی اســتخراج کــرد. ایــن مراحــل بــر حســب گام زمانــی 
و اینکــه لیــزر فروســرخ خامــوش یــا روشــن باشــد از یکدیگــر 
متمایــز می‌شــوند )نمــودار 1(. ایــن مراحــل بــه ترتیــب شــامل 
فلورســانس اولیــه )فلورســانس نمونــه پیــش از روشــن نمــودن 
لیــزر فروســرخ(، خیــز دمایــی )تغییــرات فلورسانســی در ثانیــة 
ــوز  ــود و هن ــرم می‌ش ــرخ گ ــزر فروس ــا لی ــه ب ــه نمون ــی ک اول
حــرکات ترموفــورزی مولکــول آغــاز نشــده اســت(، ترموفــورز 
ــز  ــود(، خی ــاز می‌ش ــورزی آغ ــرکات ترموف ــه ح ــه‌ای ک )مرحل
ــزر و ســرد  ــی معکــوس )کــه بعــد از خامــوش کــردن لی دمای
شــدن نمونــه ایجــاد می‌شــود و نمونــه دچــار انتشــار معکــوس 

ــده  ــی ‌ش ــد طراح ــال می‌کن ــه دنب ــی ک ــا هدف ــب ب متناس
اســت. دســتگاه ترموفــورز نیــز از ایــن قاعــده مســتثنا نیســت. 
همان‌طــور کــه در تصويــر ۱ مشــخص اســت مهم‌تریــن 
ــگ  ــة دورن ــرخ، آین ــزر فروس ــورز لی ــتگاه ترموف ــزای دس اج
ــام  ــرای انج ــتند. ب ــه5 هس ــای موئین ــی‌ها و لوله‌ه ــا4، عدس نم
ــای خــاص و  ــة موردنظــر را در رقت‌ه ــول نمون ــش، محل آزمای
ســری تهیــه کــرده و در لوله‌هــای موئینــه ریختــه می‌شــوند. 
ســپس ایــن لوله‌هــای موئینــه کــه حــاوی غلظت‌هــای ســری 
هســتند در مــکان در نظــر گرفتــه شــده در دســتگاه قــرار داده 

می‌شــوند.

ــات و اجــزای دســتگاه  ــه در آن. جزئی ــری نمون ــر 1- شــکل دســتگاه و نحــوة قرارگی تصوي

ــد. ــر می‌باش ــق تصوي مطاب

زمانــی کــه لیــزر فروســرخ روشــن می‌شــود، حــرارت آن 
توســط آینــة دورنــگ نمــا در جهــت نشــر فلورســانس هدایــت 
کار  نحــوة  دارنــد.  قــرار  عدســی‌ها  ادامــه،  در  می‌شــود. 
ــق  ــرخ از طری ــزر فروس ــه لی ــت ک ــورت اس ــتگاه بدین‌ص دس
ــه کار  ــانس ب ــازی فلورس ــرای آشکارس ــه ب ــی ک ــان عدس هم
مــی‌رود، بــر روی نمونــه متمرکــز می‌شــود. ایــن نــوع ترتیــب 
قرارگیــری اجــزای دســتگاه در ارائــة بســیار دقیــق خصوصیــات 
ترموفــورزی بســیار حائــز اهمیــت اســت. ایــن آزمایــش 
به‌صــورت تیتراســیون انجــام می‌شــود. غلظــت مولکــول 
ــر  ــولار در نظ ــک نانوم ــر از ی ــت و کمت ــده ثاب ــان‌دار ش نش
گرفتــه می‌شــود. امــا غلظــت مولکــول دیگــر متغیــر اســت. در 
طــول واکنــش فلورســانس نرمــال )نســبت فلورســانس اولیــه6 
ــرخ  ــزر فروس ــدن لی ــن ش ــد از روش ــه بع ــی ک ــه فلورسانس ب
 X اندازه‌گیــری می‌شــود( گــزارش می‌گــردد. اگــر غلظــت
به‌عنــوان غلظتــی از مولکــول نشــان‌دار شــده کــه بــه مولکــول 
ــال را  ــانس نرم ــوان فلورس ــت، می‌ت ــده اس ــل ش ــدف متص ه

ــه غلظــت نســبت داد: ــر ب ــول زی ــق فرم طب

ــای متصــل  ــة اول فلورســانس مولکول‌ه ــه جمل ــن معادل در ای
ــای  ــانس مولکول‌ه ــان‌دهندة فلورس ــة دوم نش ــده و جمل نش

4 Dichroic
5 Capillary

6 Initial fluorescence
7 MST T-jump
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خیز دمایی

ــی رخ می‌دهــد کــه لیــزر فروســرخ روشــن  ــه زمان ایــن مرحل
شــود و نمونــه به‌ســرعت در کمتــر از یــک ثانیــه حرارت‌دهــی 
می‌شــود. در واقــع در ایــن مرحلــه می‌تــوان بــا تغییــر دمــای 
ــری  ــا را اندازه‌گی ــل مولکول‌ه ــزان تمای ــانس می ــی فلورس ذات
ــرات محیطــی  ــه تغیی ــگ فلورســنتی ب ــی رن ــای ذات کــرد. دم
ــن  ــه ممک ــای نمون ــر در دم ــی تغیی ــه عبارت وابســته اســت. ب
ــت  ــه عل ــه ب ــود ک ــدت ش ــی در ش ــه تغییرات ــر ب ــت منج اس
ــزان  ــانس، می ــر فلورس ــانس، نیمه‌عم ــذب فلورس ــر در ج تغیی
کوانتــوم و جابه‌جایــی طیــف فلورسانســی منتشــر شــده 
ــگ  ــط رن ــکوزیته و محی ــه ویس ــز ب ــرات نی ــن تغیی ــد. ای باش
ــن  ــب آمینواســیدی پروتئی ــی و ترکی ــی ســازگاری موضع یعن
ــی کــه  ــال زمان ــرای مث ــول اطــراف آن بســتگی دارد. ب و محل
ــه  �ـی ب ــه رن��گ فلورسانس �ـک ب ـل در موقعیتـی� نزدی مولکوـ
پروتئی�ـن نش�ـان‌دار ش�ـده ب�ـا رن�ـگ فلورسانس�ـی متص�ـل ش�ـود 
ــگ در  ــت رن ــرات کانفورماســیونی در نزدیکــی موقعی ــا تغیی ی
ــی  ــرات دمای ــن اتصــال ســبب تغیی ــد، ای ــن ایجــاد کن پروتئی
ــه  ــن مرحل ــه در ای ــود ک ــانس می‌ش ــودار فلورس ــز در نم نی
ــا  ــه آن‌ه ــه ب ــی ک ــق مطالب ــس طب قاب‌ـل� تشــخیص اســت. پ
ــه  ــی ب ــز دمای ــه خی ــم ک ــم بگویی ــم، می‌توانی ــاره کردی اش
‌وســیلة اثــرات موضعــی یــا محلــی ایجــاد می‌شــود. بــا توجــه 
ــنت و  ــای فلوروس ــن رنگ‌ه ــده بی ــزارش ش ــات گ ــه تعام ب
ــازة  ــر در ب ــن اث ــد ای ــن ح ــن، بالاتری ــای پروتئی تریپتوفان‌ه
ــادی  ــات زی ــده اطلاع ــن پدی ــد. ای ــر می‌باش ــی ۲ نانومت ۱ ال
ــن  ــد. ای ــه می‌ده ــگاه آن ارائ ــوع اتصــال و جای ــا ن در رابطــه ب
ــنتی  ــگ فلورس ــد توســط رن ــی می‌توان ــز دمای حساســیت خی

ــل شــود.  انتخــاب‌ شــده تعدی

تأثیــر  تحــت  به‌شــدت  رنگ‌هــا  کوانتومــی  خصوصیــات 
ــول  ــب مولک ــن ترکی ــط و بنابرای ــا محی ــول ی ــت محل قطبی
ــات  ــازی خصوصی ــر آشکارس ــاوه ب ــد. ع ــرار دارن ــتی ق زیس
ــد  ــه می‌توان ــن مرحل ــگ، ای ــراف رن ــط اط ــتاتیکی محی اس
ــول  ــاختار مولک ــت و س ــتحکام داربس ــختی و اس ــزان س می
دیپول‌هــا را نیــز آشــکار کنــد. اســتحکام و ســختی ســاختار 
ــر  ــات و اتصــالات تغیی ــر تعام ــن معمــولاً تحــت تأثی پروتئی
می‌کنــد و ممکــن اســت ســخت‌تر یــا منعطف‌تــر شــود 
ــن  ــانس در ای ــزان فلورس ــر می ــبب تغیی ــده س ــن پدی ــه ای ک
آن  کیفیــت  و  اتصــال  می‌توانــد  کــه  می‌شــود  مرحلــه 
ترموفــورز  و   T-jump ســیگنال‌های  کنــد.  مشــخص  را 
می‌تواننــد بــه ‌راحتــی از هــم جــدا شــوند، زیــرا اثراتــی کــه 
منجــر بــه تغییــرات ناشــی از دمــا در فلورســانس و همچنیــن 
ــه  ــتند ک ــریع هس ــای س ــود، فراینده ــرارت می‌ش ــود ح خ
تقریبــاً بلافاصلــه پــس از روشــن شــدن لیــزر فروســرخ اتفــاق 
ــه از آزمایــش  ــن مرحل ــه ذکــر اســت کــه ای ـ. لازم ب می‌افتدـ
بــه قطــر داخلــی لولــة موئینــه بســیار حســاس اســت، 
بنابرایــن در انتخــاب نــوع لولــة موئینــه بایــد دقــت لازم بــه 

کار گرفتـ�ه شـ�ود )16 ،13 ،9(.

یــا بازگشــتی8 می‌شــود(. از هــر کــدام از ایــن مراحــل 
ــل  ــزان تمای ــا می ــه ب ــی را در رابط ــات خاص ــوان اطلاع می‌ت
ــه در  ــت آورد ک ــه دس ــا ب ــال آن‌ه ــوة اتص ــا و نح مولکول‌ه

ــم پرداخــت. ــه هرکــدام از آن‌هــا خواهی ــه ب ادام

      نمودار 1- سیگنال حاصل از آزمایش ترموفورز و مراحل مختلف آن.

فلورسانس اولیه
ــه‌ صــورت یکنواخــت  ــا ب ــه مولکول‌ه ــش ک ــدای آزمای در ابت
در محلــول پراکنده‌انــد و هنــوز لیــزر فروســرخ روشــن 
نشــده اســت، ســیگنال فلورســانس اولیــه بــه دســت می‌آیــد 
کــه آن را بــه ‌صــورت F اولیهــ نش��ان می‌دهن��د. بنابرایــن در 
ــات  ــا تعام ــه ب ــی را در رابط ــوان اطلاعات ــه می‌ت ــن مرحل ای
ــته  ــل وابس ــتقل از مراح ــه مس ــت آورد ک ــه دس ــی ب مولکول
ــه در  ــن مرحل ـ لی��زر فروسرــخ می‌باش��ند. مــدت ‌زمــان ای بهـ
حــدود 5 ثانیــه اســت. معمــولاً، در تجزیــه ‌و تحلیــل آزمایــش 
ــورد نظــر  ــة م ــول نمون ــه اینکــه محل ــا توجــه ب ــورز، ب ترموف
ــدار  ــت مق ــن اس ــود ممک ــه می‌ش ــتی تهی ــورت دس ــه‌ ص ب
فلورســانس اولیــه بیــن 5 الــی 10 درصــد متغیــر باشــد. امــا 
بــا توجــه بــه اینکــه در آزمایــش ترموفــورز تغییــرات نســبی 
فلورســانس اندازه‌گیــری می‌شــود، تغییــرات کوچــک در 
فلورســانس اولیــه تأثیــری در نتیجــة آزمایــش نخواهــد 
داشــت. در برخــی از مــوارد، فلورســانس اولیــه ممکــن اســت 
ــه  ـ. ب تغییرات��ی در حالـت� اتص��ال مولک��ول را گ��زارش دهدـ
ــه  ــن مرحل ــی در ای ــات مولکول ــت تعام ــن اس ــی ممک عبارت
رخ داده و باعــث تغییراتــی در فلورســانس اولیــه شــوند. 
دســتگاه ترموفــورز بــه‌ گونــه‌ای طراحــی‌ شــده کــه تغییــرات 
در شــدت فلورســانس بســیار دقیــق اندازه‌گیــری شــود. 
ــرات  ــه تغیی ــر ب ــول منج ــش دو مولک ــر میان‌کن ــن اگ بنابرای
ــه‌  ــوان ب ــوند می‌ت ــانس ش ــدت فلورس ــز در ش ــیار ناچی بس
راحتـی� آن را اندازه‌گیـ�ری کـر�د. ایــن تغییــرات ممکــن 
اســت باعــث تغییــرات الکتروســتاتیکی در رنــگ فلورســانس 
ــکان  ــورت ام ــود و در ص ــس ش ــکیل کمپلک ــگام تش در هن
ــانس  ــه در فلورس ــی ک ــه را از تغییرات ــت تجزی ــوان ثاب می‌ت
ــدید  ــیار ش ــرات بس ــرد. تغیی ــبه ک ــد محاس ــه رخ می‌ده اولی
ــه  ــد اشــاره ب ــه نیــز می‌توان ــل‌ انتظــار در ایــن مرحل و غیرقاب
ــا غیــر متصــل قبــل از اتمــام  تجمــع مولکول‌هــای متصــل ی

ــد )16 ،13 ،9(. ــته باش ــش داش آزمای

8 Back diffusion
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از ایــن مرحلــه می‌تــوان بــه دســت آورد ایــن اســت کــه اگــر 
ــه تغییــری  ــه‌ای باشــد کــه در آن هیچ‌گون ــه‌ گون فراینــد مــا ب
ــال  ــال در اتص ــرای مث ــم )ب ــار نداری ــول انتظ ــدازة مولک در ان
ــد  ــش پدی ــر در آزمای ــن تغیی ــا ای ــک(، ام ــای کوچ مولکول‌ه
ــی  ــع مولکول ــدة تجم ــش بیان‌کنن ــورت آزمای ــد، در آن ص آم

�ـت )16 ،13 ،9(. اس

ــش  ــام آزمای ــرای انج ــه ب ــرایط بهین ــل و ش عوام
ترموفــورز

به‌منظــور اینکــه آزمایــش ترموفــورز در شــرایط بهینــه انجــام 
شــود نیــاز اســت کــه برخــی شــرایط در نظــر گرفتــه شــود و 
اجــزای مختلــف دســتگاه نیــز کنتــرل شــوند. مــواردی کــه در 
ــت داد  ــا اهمی ــه آن‌ه ــد ب ــد و بای ــش تأثیرگذارن ــة آزمای نتیج

از: عبارت‌انــد 

1- شدت فلورسانس
ــوع  ــه ن ــا توجــه ب ــه ‌طــور چشــمگیری ب شــدت فلورســانس ب
فلئورفــر، توالــی DNA و پروتئیــن و محــل فلئورفــر در مولکول 
متفــاوت اســت. قــرار دادن یــک فلئورفــر نزدیــک بــه جایــگاه 
ــاس و  ــش حس ــک آزمای ــه ی ــر ب ــد منج ــش می‌توان میان‌کن
دقیــق شــود. همچنیــن بــا توجــه بــه هــدف و نــوع آزمایــش، 
فلئوفــور بایــد از ایــن نظــر کــه بــا سوبســترا بــر ســر جایــگاه 

اتصــال رفتــار رقابتــی نداشــته باشــد نیــز تســت شــود.

2- شدت لیزر
ــر  ــا تغیی ــی تأثیــر دارد. ب شــدت لیــزر در تنظیــم شــیب دمای
ــور  ــه ‌ط ــد، ب ــی 100 درص ــزر از 10 ال ــدت لی ــات ش تنظیم
ــا  ــه‌ای دم ــی 6 درج ــش 2 ال ــبب افزای ــوان س ــن می‌ت میانگی
ــدت  ــا، ش ــوب داده‌ه ــت مطل ــه کیفی ــتیابی ب ــرای دس ــد. ب ش
ــاب  ــی انتخ ــات مولکول ــوع تعام ــه ن ــه ب ــا توج ــد ب ــزر بای لی

شــود.

3- نوع بافر
ــی  ــت در توانای ــن اس ــز ممک ــتفاده نی ــورد اس ــر م ــوع باف ن
ــا درصــد  آشکارســازی تعامــات تأثیرگــذار باشــد. بافرهــای ب
کــم‌ نمــک منجــر بــه اختــاف بیشــتر در خصوصیــات 
ترموفــورزی مولکــول می‌شــوند. می‌تــوان سیســتم مــورد نظــر 
ــه  ــن توصی ــرد. بنابرای ــه ک ــری بهین ــات باف را از نظــر خصوصی
ــتر  ــوح بیش ــور وض ــف به‌منظ ــای مختل ــه از بافره ــود ک می‌ش
ــات زیســتی  ــه مایع ــل اســتفاده شــود. البت ســیگنال‌های تعام
هماننــد خــون و عصــارة ســلولی نیــز می‌تواننــد در ترموفــورز 

ــد. ــرار گیرن ــتفاده ق ــورد اس م

4- نوع لوله‌های موئینه

جنــس لوله‌هــای موئینــه بایــد بــه ‌گونــه‌ای باشــد کــه 
دیواره‌هــای  بــه  چســبندگی  دچــار  نمونــه  مولکول‌هــای 
ــد  ــه می‌توان ــة مویئن ــه، لول ــوع نمون ــاس ن ــر اس ــود. ب آن نش

ــد. ــاده باش ــا س ــز و ی ــت، آب‌گری آب‌دوس

ترموفورز
ــات  ــی اطلاع ــرای ارزیاب ــورز ب ــش ترموف ــه از آزمای ــن مرحل ای
ــی  ــازة زمان ــورز در ب ــت. ترموف ــب اس ــیار مناس ــش بس واکن
ــه‌ای  ــاً مرحل ــد و اساس ــی رخ می‌ده ــز دمای ــی از خی متفاوت
اســت کــه فراینــد انتشــار در آن صــورت می‌گیــرد و معمــولاً 
یــک ثانیــه بعــد از روشــن کــردن لیــزر فروســرخ رخ می‌دهــد. 
ــگ  ــا رن ــه ب ــه‌ای ک ــورزی گون ــات ترموف ــرات در خصوصی تغیی
ــی  ــدة تغییرات ــت منعکس‌کنن ــده اس ــان‌دار ش ــنتی نش فلورس
ــع  ــب توزی ــورزی )DT( و ضری ــرک ترموف ــر تح ــه ب ــت ک اس
ــدازه،  ــد. ایــن تغییــرات شــامل تغییــرات در ان )D( تأثیــر دارن
ــرات  ــن تغیی ــند. ای ــول می‌باش ــی مولک ــة حلال‌پوش ــار و لای ب
هماننــد تغییــرات رخ‌ داده در مرحلــة خیــز دمایــی بــه ‌صــورت 
ــان‌دار  ــول نش ــی مولک ــرات کل ــه تغیی ــتند بلک ــی نیس موضع
شــده بــا رنــگ فلورســانس را شــامل می‌شــود. یکــی از 
مهم‌تریــن مزیت‌هــای ایــن روش ایــن اســت کــه نــه‌ تنهــا بــه 
تغییــرات انــدازة کمپلکــس در پاســخ بــه تعامــات و اتصــالات 
ــة حلال‌پوشــی  ــار و لای ــرات در ب ــه تغیی بســتگی دارد بلکــه ب
ــر  ــي تغيي ــواص ترموفئوريت ــن، خ ــتگی دارد. بنابراي ــز بس نی
ــا  ــد ي ــی، پپتي ــب مولکول ــک ترکي ــر ي ــی اگ ــد، حت می‌کنن
حتــی يــون بــا پروتئيــن نشــان‌دار فلورســنتی بســيار بزرگ‌تــر 

تعامــل داشــته باشــد.
به‌منظــور تجزیــه‌ و تحلیــل اطلاعــات بــه‌ دســت ‌آمــده، نســبت 
ــزر  ــردن لی ــن ک ــد از روش ــه بع ــانس ۳۰ ثانی ــر فلورس مقادی
فروســرخ و یــک ثانیــه بعــد از روشــن کــردن لیــزر محاســبه 
ــان‌دار  ــول نش ــت مولک ــل غلظ ــودار آن در مقاب ــود و نم می‌ش
ــال  ــانس نرم ــب فلورس ــن ‌ترتی ــه ‌ای ــود. ب ــم می‌ش ــده رس ش
ــرات  ــا تغیی ــود و تنه ــامل نمی‌ش ــی را ش ــز دمای ــة خی مرحل
فلورسانســی القــا شــده بــه‌ وســیلة تحــرک ترموفــورزی 
)تغییــرات غلظتــی( را شــامل می‌شــود. به‌منظــور اینکــه 
خیــز دمایــی در تجزیــه ‌و تحلیل‌هــا دخیــل باشــد می‌توانیــم 
ــس از  ــه پ ــانس ۳۰ ثانی ــه فلورس ــه ب ــانس اولی ــبت فلورس نس
ــودار  ــت آورده و نم ــه دس ــرخ را ب ــزر فروس ــردن لی ــن ک روش
ــت  ــه لازم نیس ــت ک ــه داش ــد توج ــم. بای ــبه کنی آن را محاس
ــت  ــه حال ــع ب ــت توزی ــه ثاب ــتیابی ب ــور دس ــورز به‌منظ ترموف

ــد )16 ،13 ،9(. ــا s teady s tate برس ــدار ی پای

انتشار بازگشتی
ــی  ــزر فروســرخ خامــوش شــد، شــیب دمای ــس ‌از اینکــه لی پ
به‌ســرعتی کــه ایجــاد شــده بــود از بیــن مــی‌رود. بــه‌ محــض 
ــورز  ــه ترموف ــروی محرک ــوان نی ــی به‌عن ــان دمای ــه گرادی اینک
برطــرف شــد، گرادیــان غلظتــی نیــز برطــرف می‌شــود. مــدت 
‌زمــان لازم بــرای رســیدن بــه یــک توزیــع همگــن مولکول‌هــا 
بســتگی بــه ‌ســرعت انتشــار و انــدازة مولکول‌هــا دارد. بنابرایــن 
ــول  ــدازة مولک ــرات ان ــرای تشــخیص تغیی انتشــار برگشــتی ب
بسیــار مناس��ب اس��ت. در اصــل ایــن فراینــد شــبیه بــه روش 
ــول  ــی مولک ــر هیدرودینامیک ــوان قط ــت و می‌ت )FRAP(9 اس
ــه  ــری ک ــات دیگ ــن اطلاع ــر ای ــاوه ب را اندازه‌گیـر�ی کـر�د. ع

9 Fluorescence recovery after photo bleaching
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شــده اســت. بــا اتصــال کامــل توالــی ۴۷ آمینواســیدی متصــل 
بــه سینتاکســین -A1 بــه SNARE کمپلکــس ســیس تشــکیل 
می‌دهنــد. بــه ‌ایــن ‌ترتیــب همجوشــی دو غشــاء انجــام شــده 

ــود. ــکار می‌ش ــیگنال فلورسانســی آش و س
ــت  ــل غلظ ــال در مقاب ــانس نرم ــرات فلورس ــودار تغیی در نم
ــاهده  ــان‌دار( مش ــیناپتوبروین )غیرنش ــاوی س ــای ح لیپوزوم‌ه
می‌شــود )نمــودار 2(. بــرای انجــام تیتراســیون، غلظــت 
ثابــت نــگاه داشــته می‌شــود.  لیپــوزوم نشــان‌دار شــده 
در غلظــت ۴۵۰ نانــو مــولار ۵۰ درصــد اتصــالات انجــام 
ــورزی  ــانات ترموف ــرات مشــاهده ‌شــده در نوس ــود. تغیی می‌ش
تفکیــک قطعــة ۴۷ آمینواســیدی را از لیپــوزوم نشــان‌دار 
شــده در رقابــت بــا ســیناپتوبروین کــه نســبت بــه ایــن قطعــة 
کوتــاه تمایــل بیشــتری بــه اتصــال بــا لیپــوزوم دارد را نشــان 
ــی  ــورت رقابت ــه ‌ص ــل ب ــه تعام ــه اینک ــه ب ــا توج ــد. ب می‌ده
اســت، همان‌طــور کــه در نمــودار مشــاهده می‌کنیــم در 
مقایســه بــا نمــودار شــاهد کــه مربــوط بــه لیپوزوم‌هــای فاقــد 
ــای  ــورزی در غلظت‌ه ــرات ترموف ــت، تغیی ــیناپتوبروین اس س
ــل محســوس  ــدان قاب ــای ســیناپتوبروین چن ــن لیپوزوم‌‌ه پایی
نیســت زیــرا مقــدار کمــی از قطعــات ۴۷ آمینواســیدی 
ــرات  ــن تغیی ــالا ای ــای ب ــا در غلظت‌ه ــده‌اند. ام ــک ش تفکی

ــت )18 ،13(. ــهود اس ــوی و مش ــیار ق بس

 ERANS ــایی ــای غش ــش پروتئین‌ه ــوة میان‌کن ــی نح ــل از بررس ــودار حاص ــودار 2- نم نم

بــه ‌وســیلة ترموفــورز.

ــل  ــش پروپی ــة میان‌کن ــورز در مطالع ــرد ترموف کارب
ــاری  ــل بیم ــینوکلئین )عام ــا س ــداز و آلف اولیگوپپتی

پارکینســون و دیگــر ســینوکلئینوپاتی‌ها(
بعــد از آلزایمــر، پارکینســون شــایع‌ترین اختــال عصبــی 
ــه  ــه دلیــل کامــاً واضحــی دارد و ن محســوب می‌شــود کــه ن
درمــان قطعــی بــرای آن وجــود دارد. تجمع آلفاســینوکلئین در 
ــیونکلئینوپاتی‌ها  ــای س ــل در بیمار‌ی‌ه ــن عام ــز، مهم‌تری مغ
هماننــد  عقــل  زوال  بــا  مرتبــط  بیماری‌هــای  دیگــر  و 
پارکینســون محســوب می‌شــود. در واقــع در ایــن بیماری‌هــا، 
ــی  ــم می‌چســبند و توده‌های ــه ه ــای ســینوکلئین ب پروتئین‌ه
بــه نــام اجســام لویــی10 تشــکیل می‌دهنــد کــه ایــن توده‌هــا 
ــت  ــی و در نهای ــلول‌های عصب ــرد س ــال در کارک ــبب اخت س

5- دمای واکنش
ــام  ــرد. انج ــرل ک ــا کنت ــا دم ــوان ب ــش را می‌ت ــام واکن انج
ــد اطلاعــات مهمــی از  ــورز در دماهــای مختلــف می‌توان ترموف
ــا در  ــرات دم ــدودة تغیی ــد. مح ــرار ده ــار ق ــش در اختی واکن
ــی 45 درجــة ســانتی‌گراد ‌اســت )15(. ــن 20 ال ــورز بی ترموف

گسترة کاربردی روش ترموفورز

ــش  ــه واکن ــتی ب ــای زیس ــات مولکول‌ه ــن تمای تعیی
بــا دقــت بســیار بــالا

ــن  ــۀ تعیی ــورز در زمین ــای ترموف ــن کاربرده ــی از مهم‌تری یک
تمایــل مولکول‌هــا در تعامــات زیســتی می‌باشــد. ایــن 
تعامــات شــامل تعامــل پروتئیــن -پروتئیــن، پروتئیــن -پپتید، 
پروتئیــن -یــون، پروتئیــن –نوکلئیک‌اســید و پروتئیــن -غشــا 
ــادر اســت  می‌باشــد. ایــن روش دقــت بســیار بالایــی دارد و ق
ثابــت تجزیــة واکنــش )Kd( را در غلظت‌هــای پیکومــولار 
کــه در داروســازی اهمیــت ویــژه‌ای دارد تعییــن کنــد. مزیــت 
منحصــر بــه ‌فــرد ترموفــورز در آشکارســازی تغییــرات بســیار 
ــه  ــت و در نتیج ــول اس ــی مولک ــة حلال‌پوش ــک در لای کوچ
بــرای تجزیــه و تحلیل‌هــای مســتقل از طبیعــت و انــدازة 

مولکــول بســیار مناســب اســت.

میان‌کنش پروتئین‌های غشایی

و  لیپوزوم‌هــا  وزیکول‌هــا،  غشــاءها،  انــواع  همجوشــی 
میســل‌ها یکــی از فرایندهــای مهمــی اســت کــه توجــه 
زیــادی بــه آن می‌شــود. در محیــط بــدن بــرای اهــداف 
ــات  ــواد و ارتباط ــال م ــام، انتق ــال پی ــه انتق ــی از جمل مختلف
ســلولی کاربــرد دارد. در تحقیقــات زیســتی از ایــن فراینــد در 
ــرای  ــن ب ــود )17(. بنابرای ــتفاده می‌ش ــانی اس ــۀ دارورس زمین
بررســی آن روش‌هــای مختلفــی اســتفاده می‌شــود کــه یکــی 

از مفیدتریــن روش‌هــا روش ترموفــورز می‌باشــد.
پیام‌هــای  انتقــال  در  وزیکول‌هــا  و  غشــاءها  همجوشــی 
ــه‌ طــور مکــرر انجــام می‌شــود.  ــده ب عصبــی در موجــودات زن
پروتئین‌هــای  از  گروهــی  واســطة  بــه  همجوشــی  ایــن 
غشــایی انجــام می‌شــود کــه SNARE نامیــده می‌شــوند. 
پروتئین‌هــای SNARE نقــش کلیــدی در فراینــد همجوشــی 
ــد. یکــی از مهم‌تریــن کاربردهــای  غشــاءها در موجــودات دارن
ــول  ــه همجوشــی وزیک ــا در اعصــاب اســت ک ــن پروتئین‌ه ای
سیناپســی بــا غشــای پس‌سیناپســی را در پاســخ بــه افزایــش 

ــد )19 ،18(. ــاطت می‌کنن ــیم وس ــون کلس ــطح ی س
ــه  ــایی ک ــی، دو غش ــد همجوش ــی رون ــة چگونگ ــرای مطالع ب
حــاوی پروتئین‌هــای SNARE ســازگار و مکمــل هســتند 
ــاوی  ــی ح ــاءهای لیپوزوم ــی از غش ــم. یک ــر می‌گیری را در نظ
پروتئیــن SNARE عصبــی بــه نــام ســیناپتوبروین -۲ )کــه بــه 
‌اختصــار Syb-2 نامیــده می‌شــود( و غشــای دیگــر نیــز حــاوی 
پروتئیــن SNAP-25، سینتاکســین -A1 و قطعــه‌ای از پروتئین 
ــان‌دار  ــافلور ۴۸۸ نش ــا الکس ــه ب ــت ک ــیناپتووبروین -۲ اس س

10 Lewy bodies
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ــل  ــاختار فیبری ــرای س ــاً ب ــا خصوص ــن مولکول‌‌ه ــاختار ای و س
ــت. ــاوت اس ــینوکلئین متف آلفاس

ــه  ــا ب ــی آن‌ه ــار اتصال ــر رفت ــه ب ــی ک ــن در مطالعات همچنی
مولکول‌هــای مختلــف انجــام شــد، مشــخص شــد کــه نســبت 
مولکــول برچســب‌دار بــه بــدون برچســب نیــز می‌توانــد 
ــرار دهــد. خصوصــاً در  ــر ق ــی را تحــت تأثی ــای تجرب پارامتره
ــه ‌اختصــار  ــا ب مــورد ترکیباتــی مثــل اپی‌گالوکاتچیــن‌گالات ی
ــت  ــگ را تح ــانس رن ــدت فلورس ــد ش ــه می‌توانن EGCG ک
ــا فرمــول  تأثیــر قــرار دهنــد. اپی‌گالوکاتچیــن‌گالات ترکیــب ب
ــت  ــه خاصی ــت ک ــول در آب اس ــیمیایی C22H18O11 و محل ش
ضدســرطانی خصوصــاً در ارتبــاط بــا تومورهــای مغــزی را دارد. 
در بررس��ی میان‌کنــش ایــن مولکــول بــا آلفاســینوکلئین، 
ــه  ــب‌دار ب ــول برچس ــبت مولک ــر نس ــه اگ ــد ک ــخص ش مش
ــالا باشــد، خــواص  ــدون برچســب، بیــش‌ از حــد ب مولکــول ب
�ـه  �ـینوکلئین ب ــای  α-س ــتگی توده‌ه ــوۀ پیوس ــطحی و نح س
ــاً  ــاختار کام ــک س ــا ی ــه ب ــی در مقایس ــل ‌توجه ــور قاب ‌ط
بــدون برچســب قابــل ‌تغییــر اســت. مطالعــات نشــان داد کــه 
ــه  ــت اتصــال EGCE ب ــی ۰/۰۳ ثاب �ـة ۰/۰۲ ال در نس�ـبت بهین
فیبریل‌هــای آمیلوئیــد آلفاســینوکلئین و اولیگومرهــای آن بــه 
ــولار  ــولار و ۰/۸±۴/۳ میکروم ــر ۰/۴±۲/۵ میکروم ــب براب ترتی
ــن آزمایــش در قیــاس  ــل اتصــال فیبریل‌هــا در ای اســت. تمای
ــدوداً  ــود ح ــالا ب ــول ب ــی محل ــدرت یون ــه ق ــرایطی ک ــا ش ب
 EGCE یــک واحــد کمتــر اســت. در حالــی ‌کــه تمایــل
ــن  ــود. چنی ــده ب ــخص نش ــن مش ــش از ای ــا بی ــه اولیگومره ب
ــورزی  ــات ترموف ــر روی خصوصی ــت اتصــال ب ــی در ثاب تغییرات
مولکــول تأثیرگذارنــد. بنابرایــن می‌تــوان بــا انجــام ایــن 
ــه  ــن مطالع ــج ای ــرد. نتای ــی ب ــرات پ ــن تغیی ــه ای آزمایشــات ب
نشــان داد کــه گونه‌هــای یــک مولکــول کــه دارای خصوصیــات 
ــات  ــد از نظــر خصوصی ــورزی مشــابه هســتند می‌توانن الکتروف
ــن روش  ــوان از ای ــند و می‌ت ــاوت باش ــیار متف ــورزی بس ترموف
بــرای مطالعــة دقیــق خصوصیــات منحصــر بــه ‌فــرد زیســتی، 
ــا در  ــی آن‌ه ــار تعامل ــن رفت ــیمیایی و همچنی ــی و ش فیزیک

ــرد )21(. ــتفاده ک ــف اس ــای مختل محیط‌ه
ــای  ــعۀ آنتی‌بادی‌ه ــرای توس ــورز ب ــتفاده از ترموف اس

منوکلونــال در درمــان تومورهــای سیســتم عصبــی
ــتم  ــرکوب‌کنندۀ سیس ــدت س ــا به‌ش ــراف توموره ــط اط محی
ــوری  ــی پاســخ‌های ضــد توم ــه‌ طــور موضع ــی اســت و ب ایمن
لنفوســیت‌های T را کــه از نفــوذ و گســترش تومــور جلوگیــری 
ــیت‌های  ــی لنفوس ــور کل ــه‌ ط ــد. ب ــم می‌کن ــد را تنظی می‌کنن
ــام  ــه ن ــی ب ــور مولکول‌های ــترش توم ــع گس ــور من T به‌منظ
ایــن  مقابــل  در  نیــز  تومــور  و  می‌کننــد  بیــان  را   PD-1
ــار PD-L1 و PD-L2 را  ــه ‌اختص ــا ب ــد PD-1 ی ــول لیگان مولک
ــی  ــن ‌ترتیــب عملکــرد سیســتم ایمن ــه ‌ای ــد و ب ــان می‌کنن بی
را خنثــی می‌کننــد. مطالعــات نشــان داده کــه می‌تــوان 
ــا  ــای آن ب ــش PD-1 و لیگانده ــردن میان‌کن ــدود ک ــا مس ب
ــتفاده از آنتی‌بادی‌هــای منوکلونــال یــا anti-PD-1 و یــا  اس
anti-PD-L1، از خنثی‌ســازی عملکــرد سیســتم ایمنــی در 
ــرای ایــن  ــه عمــل آورد. ب ــواع تومورهــا جلوگیــری ب ــل ان مقاب

ــه‌  ــن ب ــن پروتئی ــی ای ــرد اصل ــوند. عملک ــا می‌ش ــرگ آن‌ه م
طــور دقیــق مشــخص نیســت؛ امــا فرضیــات بــر ایــن اســاس 
اســت کــه در انتقــال پیام‌هــای سیناپســی، بســته‌بندی و 
انتقــال وزیکول‌هــای سیناپســی نقــش دارد. آلفــا ســینوکلئین 
یــا بــه ‌اختصــار aSyn حــاوی ۱۴۰ آمینواســید در ســه دومیــن 
پروتئینــی اســت: دومیــن N -ترمینــال کــه جهش‌هــای 
ــوند  ــون می‌ش ــواع پارکینس ــاد ان ــی کــه ســبب ایج مختلف
ــه  ــز ک ــزی آب‌گری ــش مرک ــد، بخ ــرار دارن ــش ق ــن بخ در ای
ــت  ــی دارد و در نهای ــش مهم ــوده نق ــکیل ت ــع و تش در تجم
دومیــن C -ترمینــال کــه ناحیــة اســیدی پروتئیــن اســت و در 
تشــکیل شــکل‌گیری فیبــری پروتئیــن نقــش دارد. مطالعــات 
نشــان می‌دهنــد کــه عامــل مهــم در تجمــع ایــن پروتئین‌هــا، 
ــام پروپیــل اولیگوپپتیــداز می‌باشــد. پروپیــل  ــه ن پروتئینــی ب
ــت  ــا فعالی ــی ب ــن ۸۰ کیلودالتون ــک پروتئی ــداز ی اولیگوپپتی
ســرین پروتئــازی اســت کــه در مغــز و دیگــر بافت‌هــای 
ــوة  ــور درک نح ــه به‌منظ ــه‌ای ک ــود دارد. در مطالع ــدن وج ب
ــینوکلئین‌ها  ــل اولیگوپپتیــداز در تجمــع آلفاس ــر پروپی تأثی
ــش  ــد، میان‌کن ــام ش ــوش انج ــی N2A م ــلول‌های عصب در س
ــاری )PREP( و  ــام اختص ــا ن ــال ب ــداز فع ــل اولیگوپپتی پروپی
پروپیــل اولیگوپپتیــداز موتانــت )غیرفعــال( بــا نــام اختصــاری 
)PREPS554A( بــا روش ترموفــورز مــورد مطالعــه قــرار 
گرفــت. در ایــن آزمایــش تیتراســیون مقــدار معینــی از پروپیل 
ــه  ــال )PREPS554A( ک ــال PREP و غیرفع ــداز فع اولیگوپپتی
ــا  ــد ب ــده بودن ــب‌دار ش ــانس NT-647 برچس ــگ فلورس ــا رن ب
غلظت‌هــای مختلفــی از آلفاســینوکلئین فاقــد برچســب انجــام 
ــا  ــا ســینوکلیئن ب ــه آلف ــد ک ــج حاصــل نشــان دادن شــد. نتای
ــه  ــولار ب ــولار و 1/41 میکروم ــادل 2/96 میکروم ثابت‌هــای تع
ترتیــب بــه پروپیــل اولیگوپپتداز فعــال و پروپیــل اولیگوپپتیداز 
ــا  ــینوکلئین ب ــی آلفاس ــه عبارت ــود. ب ــل می‌ش ــال متص غیرفع
تمایــل بیشــتری بــه پروپیــل اولیگوپپتیــداز متصــل می‌شــود. 
بنابرایــن می‌تــوان بــا طراحــی مولکولــی کــه بتوانــد عملکــرد 
پروتئیــن پروپیــل اولیگوپپتیــداز را مهــار کنــد، از تجمــع آلفــا 
ــون  ــاری پارکینس ــروی بیم ــه پیش ــینوکلئین‌ها و در نتیج س

ــرد )20(. ــری ک جلوگی

ــینوکلئین‌ها  ــی آلفاس ــات بیوفیزیک ــۀ خصوصی مطالع
ــا اســتفاده از ترموفــورز ب

خصوصیــات  مطالعــۀ  به‌منظــور  دیگــری  مطالعــة  در 
ــورز  ــینوکلئین‌، از روش ترموف ــای آلفاس ــی مولکول‌ه بیوفیزیک
ــدازة  ــر ان ــرای بررســی تأثی ــه ب ــن مطالع ــد. در ای ــتفاده ش اس
ــدل  ــه م ــورزی آن، س ــات ترموف ــر خصوصی ــول ب ــن مولک ای
ــول  ــری در محل ــری و فیب ــری، اولیگوم آلفاســینوکلئین مونوم
ــه  ـرد مطالع ــس و PH=7/4 موـ ــولار تری ــک میلی‌م ــری ی باف
قــرار گرفتنــد. نتایــج نشــان داد کــه بــا افزایــش انــدازة 
ــز  ــب ســورت نی ــه ســاختار، ضری ــا توجــه ب آلفاســینوکلئین ب
افزایــش می‌یابــد. مــوردی کــه در ایــن آزمایــش نســبت 
ــود،  ــدازه جالــب ‌توجــه ب ــه‌ ان ــه وابســتگی ضریــب ســورت ب ب
ضریــب نفــوذ حرارتــی مولکول‌هــا بــود. بــه عبارتــی عــاوه بــر 
ضریــب ســورت، ضریــب نفــوذ حرارتــی نیــز بــر اســاس انــدازه 
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اشــغال   Cy5-oligo (dT) 35 مولکــول  یــک  بــا   EcoSSB
.)23( می‌شــود 

مطالعة سینتیک آنزیم‌ها

اندازه‌گیــری  بــرای  کارآمــد  و  ســاده  روشــی  ترموفــورز 
ــن  ــا ای ــود )24(. ب ــز محســوب می‌ش ــا نی ــینتیک واکنش‌ه س
روش می‌تــوان ســرعت تغییــر سوبســترا، اتصــال رقابتــی 
ــه در  ــری ک ــل دیگ ــر عوام ــا اث ــر ی ــا، شــرایط باف مهارکننده‌ه

ــرد. ــی ک ــد را بررس ــر دارن ــش تأثی ــرعت واکن س

ــینتیک  ــری س ــن روش در اندازه‌گی ــرد ای ــی کارب ــرای بررس ب
ــر روی آنزیــم DNase I انجــام شــد  آنزیم‌هــا مطالعــه‌ای کــه ب
مــورد بررســی قــرار می‌گیــرد. در ایــن مطالعــه دو راه مختلــف 
بــرای انجــام آزمایــش اجــرا شــد. در راه اول فعالیــت نوکلئــاز را 
مســتقیماً در یــک لولــة موئینــه در ســه مرحلــة زمانــی )مرحلــة 
اول لیــزر فروســرخ خامــوش بــود، مرحلــة دوم لیــزر روشــن و در 
مرحلــة ســوم لیــزر مجــدد خامــوش شــد( اندازه‌گیــری گردیــد. 
در راه دوم واکنــش را در دوره‌هــای مختلــف انکوباســیون متوقف 
کــرده و ســپس در هــر دوره آزمایــش MST انجــام شــد. شــواهد 
ــورزی  ــرات ترموف ــش تغیی ــر دو آزمای ــده از ه ــت ‌آم ــه ‌دس ب
 DNase ــر فعالیــت اندونوکلئــازی ــه زمــان کــه دال ب وابســته ب
I اســت را نشــان داد. بــا انجــام ایــن دو روش و مقایســة نتایــج، 
اثبــات شــد کــه از روش ترموفــورز عــاوه بــر اســتفاده در تعیین 
و تشــخیص تعامــات مولکولــی، در مطالعــة ســینتیک آنزیم‌هــا 

نیــز اســتفاده گــردد )25(.

)تاخوردگــی  پروتئین‌هــا  ســاختار  مطالعــة 
) تئین‌هــا و پر

از کاربردهــای دیگــر ترموفــورز عــاوه بــر تعییــن و شناســایی 
تعامــات مولکولــی می‌تــوان بــه شناســایی و تشــخیص 
خصوصیــات تاخوردگــی پروتئین‌هــا اشــاره کــرد. نحــوة 
ــاختار  ــتحکام و س ــخیص اس ــا در تش ــیون پروتئین‌ه دناتوراس
تاخوردگــی آن‌هــا بســیار مهــم اســت. تحلیــل فراینــد 
ــاختار  ــی س ــا در طراح ــیون پروتئین‌‌ه ــی و دناتوراس تاخوردگ
ــون از  ــای گوناگ ــان بیماری‌ه ــت درم ــب جه ــه و مناس بهین
ــا تاخوردگــی غلــط پروتئین‌هــا در  جملــه بیماری‌هایــی کــه ب

PD-L1- و PD-1-eGFP منظــور، در پژوهشــی میان‌کنــش
ــن  ــرای تعیی ــلول‌های CHO-K1 ب ــده در س ــان ش eGFP بی
PD- و لیگانــد آن PD-1 تمایــل کمپلکس‌هــای ایجــاد شــده از

L1 در محیــط تومــور بــه روش ترموفــورز مــورد مطالعــه قــرار 
گرفــت. PD-1 یــک گلیکوپروتئیــن غشــایی نــوع I اســت کــه 
ــر  ــن ب ــن پروتئی از 288 اســیدآمینه تشــکیل شــده اســت. ای
ســطح ســلول‌های +CD4، ســلول‌های +CD8، ســلول‌های 
بیــان  عصبــی  ســلول‌های  و  محيطــی   T ســلول‌های   ،B
می‌شــود. در ایــن مطالعــه مشــخص شــد کــه روش ترموفــورز 
 PD-1 روشــی بســیار دقیــق و ارزشــمند بــرای مطالعــۀ مســیر
PD-L1 / و همچنیــن توســعۀ مســدودکننده‌های ایــن مســیر 
اســت. همچنیــن مشــخص شــد کــه می‌تــوان از پروتئین‌هــای 
ــا  ــواع مولکول‌ه ــش ان ــۀ میان‌کن ــرای مطالع ــص نشــده ب تخلی

ــرد )22(. ــتفاده ک ــورز اس در روش ترموف
بررســی خصوصیــات اســتوکیومتری واکنش‌هــای 

ــتی زیس
ــت  ــی اس ــی از پروتئین‌های ــام EcoSSB یک ــه ن ــی ب پروتئین
کــه در همانندســازی DNA نقــش کلیــدی را ایفــاء می‌کنــد. 
ایــن پروتئیــن تترامــری اســت کــه بــه تــک رشــته‌های 
الیگونوکلئوتیــدی متصــل می‌شــود. به‌منظــور آشــنایی بــا 
کاربــرد روش ترموفــوررز در مطالعــة خصوصیات اســتوکیومتری 
واکنش‌هــا، میان‌کنــش ایــن پروتئیــن را بــا الیگونوکلئوتیــدی 
ــم )نمــودار  ــد اســت بررســی می‌کنی کــه حــاوی ۳۵ نوکلئوتی
3(. در ایــن مطالعــه الیگــو نوکلئوتیــد بــا Cy5 نشــان‌دار شــده 
ــر کــردن ۴۰  ــرای تیت ــن مولکــول ب اســت. ۳۰ نانومــولار از ای
ــودار  ــود. نم ــتفاده می‌ش ــن EcoSSB اس ــولار از پروتئی نانوم
 EcoSS حاصــل نشــان می‌دهــد کــه بــا افزایــش غلظــت
ــد.  ــش می‌یاب ــز افزای ــورز نی ــیگنال ترموف ــولار س ــا ۱۵ نانوم ت
ســپس تــا غلظــت ۳۰ نانومــولار EcoSSB ســیگنال ترموفــورز 
کاهــش می‌یابــد. ایــن حالــت از نمــودار نشــان می‌دهــد 
ــا دو  ــن EcoSSB ب ــر پروتئی ــولار، ه ــه در غلظــت ۱۵ نانوم ک
مولکــول Cy5-oligo (dT) 35 اشــباع می‌شــود، یعنــی رابطــة 
اســتوکیومتری 2: 1 می‌باشــد. اضافــه کــردن EcoSSB بیــش 
از غلظــت 15 نانومــولار موجــب کاهــش جایگاه‌هــای اشــغالی 
ــول  ــر مولک ــولار ه ــت ۳۰ نانوم ــه در غلظ ــا اینک ــود، ت می‌ش

ــا الیگونوکلئوتیــد  ــودار 3- بررســی خصوصیــات اســتوکیومتری میان‌کنــش پروتئیــن BSSocE ب نم
بــه‌ وســیلة روش ترموفــورز.
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ــق نمــودار 4 دناتوراســیون  ــه انجــام می‌شــود. مطاب ســه مرحل
القــا شــدة ایــن پروتئیــن توســط GdmCl نمــودار ترموفــورزی 
دو حالــت گــذار در محــدودة ۰/۸ و ۱/۸ مــولار از غلظــت 
مــولار   ۱/۶ الــی   ۱ غلظــت  در  می‌دهــد.  نشــان   GdmCl
ــداری تشــکیل می‌شــود  ــک واســطة ســاختاری پای GdmCl ی
ــوره  کــه ترموفــورز آن از حالــت کامــاً تاخــورده و کامــاً دنات
ــن  ــه ای ــور ک ــت. همان‌ط ــتر اس ــن A بیش ــده کونکاناوالی ش
ــه  ــم نمون ــرف ک ــه مص ــه ب ــا توج ــد، ب ــان می‌ده ــه نش مطالع
ــن  ــک جایگزی ــوان ی ــاه، MST به‌عن ــری کوت ــان اندازه‌گی و زم
ــیون  ــد دناتوراس ــل فراین ــه ‌و تحلی ــرای تجزی ــه ب ــب ‌توج جال

.)25( می‌باشــد  پروتئینــی  کمپلکس‌هــای 
نتیجه‌گیری

در ایــن مقالــه بــا اســتناد بــر مطالعاتــی کــه بــا اســتفاده از روش 
ترموفــورز انجــام شــده بــود ســعی کردیــم ایــن روش را معرفــی 
ــم.  ــاره کنی ــف آن اش ــای مختل ــا و کاربرده ــه مزای ــرده و ب ک
مطالعــات انجــام شــده نشــان می‌دهنــد کــه ایــن روش گســترة 
کاربــرد فراوانــی دارد. بــا اســتفاده از ایــن روش می‌تــوان رفتــار 
درشــت مولکول‌هــای زیســتی، پلیمرهــا و حتــی مولکول‌هــای 
ــرار داد.  ــه ق ــورد مطالع ــف م ــای مختل ــک را در محلول‌ه کوچ
ــا فراهــم  ــة مولکول‌ه ــرای مطالع ــن روش ب ــه در ای شــرایطی ک
ــده بســیار  ــدن موجــودات زن ــه محیــط طبیعــی و ب می‌شــود ب
ــرای  ــاز ب ــورد نی ــة م ــدار نمون ــی مق ــت. از طرف ــک اس نزدی
ــن  ــص پروتئی ــه تخلی ــاز ب ــدون نی ــز و ب ــیار ناچی ــش بس آزمای
اندازه‌گیــری  قابــل  اتصــال  پارامترهــای  اســت، همچنیــن 
و تعییــن می‌باشــند. بنابرایــن بــا ایــن روش، جزئی‌تریــن 
تغییراتــی کــه در مولکــول در حیــن واکنــش صــورت می‌گیــرد 
ــن  ــر تعییــن می‌گــردد. از ای ــة کمت ــا هزین ــاه و ب ــان کوت در زم
ــیب‌های  ــاً در آس ــی خصوص ــی و درمان ــات داروی رو، در مطالع

ــد. ــردی باش ــیار کارب ــد بس ــی می‌توان عصب

ــد. ــت می‌باش ــز اهمی ــیار حائ ــت بس ــاط اس ارتب
روش ترموفــورز یکــی از روش‌هــای مناســب جهــت شناســایی 
فراینــد تاخوردگــی پیچیــدة بســیاری از پروتئین‌هــا می‌باشــد 
و حتــی بــا اســتفاده از ایــن روش می‌تــوان واســطه‌های 
ســاختاری مختلفــی کــه از تاخوردگــی غلــط بــه دســت 

ــرد.  ــی ک ــایی و بررس ــد را شناس می‌آین
ــرات  ــا تغیی ــه ب ــه در رابط ــه‌ای ک ــه مطالع ــور ب ــن منظ ــه ای ب
خصوصیــات ترموفــورزی کونکاناوالیــن A بــر اثــر غلظــت 
ــن  ــم. کونکاناوالی ــاره می‌کنی ــت اش ــده اس ــام ش GdmCl انج
A متعلــق بــه خانــواده‌ای از پروتئین‌هــا بــه نــام لکتیــن 
ــال  ــرای مث ــی دارد. ب ــتی مختلف ــای زیس ــه کاربرده ــت ک اس
ــرد دارد،  ــرطانی کارب ــالم و س ــلول‌های س ــایی س ــرای شناس ب
تهیــة  همچنیــن  و  ســلول‌ها  گلیکولاســیون  مطالعــة  در 
ــا اســتفاده  اولیگوســاکاریدها و گلیکوپپتیدهــا در آزمایشــگاه ب
ــات پیشــین  ــرد دارد. در مطالع ــی کارب ــی تمایل از کروماتوگراف
ــن در  ــن پروتئی ــیون ای ــد دناتوراس ــه فراین ــده ک ــخص ش مش

ــیلة  ــه ‌وس ــا ب ــیون پروتئین‌ه ــی و دناتوراس ــة تاخوردگ ــودار 4- مطالع نم
ــورز. ترموف
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