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دكتر على اكبر موسوى موحدى1، ايمان راد2
1. مركز تحقيقات بيوشيمى و بيوفيزيك، دانشگاه تهران
2. دانشجوى دكترا

گرماسنجى ريزآرايه1 به دستگاه بسيار كوچكى اطلاق مى شود كه عمل گرماسنجى را در مقياس 
نانوكلوين انجام مى دهد. اين دسته هر گونه تغييرات گرمايى را كه در اثر بر هم كنش مولكول هاى 
زيستى انجام مى شود، اندازه گيرى مى نمايد. ويژگى اصلى گرماسنج ريزآرايه، انجام همزمان چندين 
آزمايش در مدت زمان كوتاه و در ازاى حجم ناچيزى از محلول مورد آزمايش است. با استفاده از 
اين فناورى مى توان بدون نياز به نشان دار نمودن مولكول هاي مورد آزمايش، بهترين كانديداهاى 
دارويى را از ميان انبوهى از مهاركننده هاي يك آنزيم و يا ليگاندهاى يك گيرنده رديابى كرده و در 
مرحله بعدى با دستكارى ساختار كانديداها از آن يك داروى بهينه شده به دست آورد. در صورتى 
كه طى غربالگرى از طيف نمونه هاى متنوع ترى استفاده شود، چه بسا مى توان داروهاى نوينى را 
معرفى نمود كه تا پيش از اين مورد توجه و شناسايى قرار نگرفته بوده اند. در اين مقاله سعى مى شود 

به وضعيت كنونى اين فناورى و كاربردهاى آن در زمينه كشف داروهاى نوين پرداخته شود.
واژگان كليدى: كشف داروهاى نوين، گرماسنجى ريزآرايه، غربالگرى كتابخانه، كانديداى دارويى 

و دستكارى ساختارى.

1 ا آ ا گ

خلاصه

كشف داروهاى جديد با استفاده از
گرماسنجى ريزآرايه
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 مقدمه
ه هاي  دستگا ميلادى  نود  دهه  خر  وا ا تا 
عنوان  به  ميكرو)  (گرماسنجى  ميكروكالريمترى2 
مى شدند  شناخته  تحقيقاتى  صرفاً  بزارهايى  ا
و  فيزيك  شيمى،  محققان  استفاده  مورد  كه 
كلى طور  به  مى گرفتند.  قرار  زيست شناسى 

دستگاه هاي كالريمترى عمل گرماسنجى را انجام 
مى دهند و به همين دليل گرماسنج ناميده مى شوند. 
براى  لازم  انرژى  مولكول ها،  كنش  برهم  طى 
محيط  با  گرما  صورت  به  كنش  برهم  اين  انجام 
مبادله مى گردد. به اين ترتيب دماى محلولى كه 
مولكول هاي موردنظر ما در آن حل شده اند، تغيير 
مى نمايد. اين تغيير دما بر حسب نوع پيوند متغير است 
ولى معمولاً مقادير بسيار ناچيزى در حد ميكروژول يا 
كمتر از آن است كه با دستگاه هاي گرماسنج حساس 
(ميكروكالريمتر يا نانوكالريمتر) سنجيده مى شوند. 
از آن جا كه در آن زمان كاربردهاى متنوع امروزى 
اين دستگاه ها شناخته و يا معرفى نشده بود، اين 
بسيار  تعداد  در  و  سفارشى  صورت  به  دستگاه ها 
در  مشخص  تحقيقاتى  مركز  چند  توسط  محدود 
دنيا توليد مى شدند. با كشف قابليت هاي فوق العاده 
دارويى علوم  حيطه  در  گرماسنجى  دستگاه هاي 

پزشكى و زيستى اين دستگاه ها به تعداد زياد و به 
صورت تجارى توليد شدند (1). افزايش حساسيت 
و قابليت تشخيصى اين دستگاه ها به طور موازى 
كارخانه هاي  توجه  مورد  آن ها  عرضه  افزايش  با 

توليدكننده آن ها قرار گرفت. 
تاكنون بارها در گزارش هاى تحقيقاتى و مقالات 
يا  و  (ريزآرايه)  ميكروارى3  تكنيك  نام  با  علمى 
شده  برخورد  دارند،  ارى4  پسوند  كه  روش هايى 

است. ويژگى مشتركى كه تمام دستگاه هاي واجد 
ساختار آرايه دارند، اين است كه به طور همزمان 
امكان انجام چندين آزمايش از يك نوع را فراهم 
مى كنند. انتالپى ارَى5 يكى از اين دستگاه ها است 
 PARC6 كه براى اولين بار توسط مركز تحقيقاتى
طراحى و ارائه گرديد (2،3). مطالعات پروتئوميك، 
سنجش7  نوين،  داروهاى  طراحى  و  بهينه سازى 
بهترين  يافتن  و   (4،5) آنزيم ها  انواع  همزمان 
از  مواردى  تنها   (6،7) پروتئازى  مهاركننده هاي 
استفاده فناورى انتالپى ارى تاكنون مى باشند. در 
اين مقاله بيش تر تأكيد بر آن است تا كاربرد هاي 
داروهاى  كشف  مطالعات  در  ارَى  انتالپى  فناورى 

نوين معرفى شوند.

 كشف داروها در راستاى دارو شناختى نوين8 
با استفاده از گرماسنجى

به طور كلى، تأثير دارو در بدن به واسطه برهم 
كنش هايي است كه با مولكول هدف (پروتئين ها يا 
اسيدهاى نوكلئيك) انجام مى دهد. بخش زيادى 
مصرف  مورد  تاكنون  گذشته  از  كه  داروهايى  از 
هستند، عصاره خام و يا تركيب ناخالص به دست 
آمده از يك منشأ زيستى و يا شيميايى است. با 
موجود  تركيبات  انواع  بين  از  كه  اين  به  توجه 
در اين قبيل داروها تنها يكى از آن ها با اتصال 
خود به مولكول هدف ويژگى دارويى مد نظر ما 
دارو  ناخالصى  چقدر  هر  كرد،  خواهد  اعمال  را 
نيز  ناخواسته  عوارض  بروز  احتمال  باشد،  زيادتر 
زيادتر خواهد شد. با علم به اين مطلب، داروهايى 
تركيب  يك  شامل  مى شوند  طراحى  امروزه  كه 
خالص با ساختار شيميايى معين هستند. شناسنامه 

كشف داروهاى جديد با استفاده از گرماسنجى ريزآرايه
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فرآيند  در  تا  مى كند  كمك  ما  به  دارو  ساختارى 
كشف داروهاى نوين، برخى از داروهاى خالصى 
كه قبلاً شناخته شده بودند را به عنوان كانديداى 
غربالگرى داروهاى جديد به حساب نياوريم و در 
آن  جديد  دارويى  خواص  كشف  دنبال  به  عوض 
باشيم كه تا قبل از اين مورد توجه قرار نگرفته 
است. دستگاه هاي گرماسنجى راه گشاى رسيدن 

به اين اهداف هستند.
 لحاظ كردن ساختار مولكولى در طراحى دارو

با افزايش تعداد بر هم كنش هاي ساختارى بين 
پروتئين) يا  (اسيدنوكلئيك  هدف  مولكول  و  دارو 
بالاتر  نيز  مطلوب  همكنش هاي  بر  وقوع  احتمال 
مى رود. به طور كلى، با تخمين اين كه چه نسبتى 
مى توان  هستند،  نامطلوب  يا  مطلوب  پيوند ها  از 
تركيبات  از  دريايى  ميان  از  كه  كرد  پيش بينى 
دارويى كدامشان بهتر و اختصاصي تر به مولكول 
هدف متصل مى شوند و اين اساس كشف داروى 

بهينه است.
طى مرحله اول، نمونه هاي مورد نظر دارويى بر 
حسب اختصاصى ترين برهمكنش آنها با مولكول 
قبول  مورد  نمونه  مى شوند.  غربالگرى  هدف 
تشكيل  طى  كه  هستند  آن هايى  مرحله  اين  در 
هدف مولكول  با  كنش  برهم  اختصاصى ترين 

بيشترين انرژى پيوندى را داشته باشند. انرژى پيوندى 
بيشينه يا همان انتالپى بهينه9 به وسيله دستگاه هاي 

گرماسنجى حساس اندازه گيرى مى شود. 
در مرحله دوم، ساختار بهترين نمونه مورد نظر 
دارويى مرحله اول را جهت دستيابى به انرژى آزاد 
در  ساده تر،  عبارت  به  مى كنند.  دست كارى  بهينه 
نظم يافتگى  منفى  اثر  مى شود  سعى  دوم  مرحله 

حاصل از اتصال دارو با مولكول هدف كه همان 
كاهش انتروپى10 است، تا حد ممكن تقليل مى يابد. 
آنچه در طراحى دارو بايد در نظر گرفته شود، انرژى 
آزاد برهم كنش دارو و مولكول هدف است. در واقع 
انرژى آزاد11 برهم كنش، برايند دو مولفه انِتالپى 
و انتروپى است كه در فرمول معروف انرژى آزاد12 

نيز ديده مى شود.
به اين ترتيب داروى بهينه كه در نهايت معرفى 
مى شود، نمونه اى است كه منفى ترين انتالپى (كه 
نشانه اختصاصى بودن اتصال دارو به هدف است) 
و مثبت ترين انتروپى (كه نشانه تطابق ساختارى 
دارو و هدف است) را دارد كه اندازه گيرى انتالپى 

توسط دستگاه گرماسنجى انجام مى شود.
داروهاى قديمى عموماً به دليل انتروپى مثبتى كه 
طى برهم كنش ايجاد مى نمودند، اثر خود را اعمال 
مى كردند. اين در حالى است كه داروهاى نوين به 
دليل انتالپى منفى حاصل از بر هم كنش، اثر بخش 
هستند. مزيت پايين تر بودن انتالپى به بالا بودن 
انتروپى اين است كه انتالپى منفى بر اختصاصى 
بودن برهم كنش دلالت دارد. به همين دليل است 
كه امروزه تأكيد داروسازان بر اندازه گيرى انتالپى 
جمله  از  نوينى  گرماسنجى  دستگاه هاي  توسط 
انتالپى ارَى است تا به واسطه آن اختصاصى بودن 

داروى تازه ساخته شده را تاييد كنند.
هم اكنون يك كمپانى داروسازى13 در ايالات 
متحده آمريكا با لحاظ كردن اين دو مرحله اقدام به 
توليد مهار كننده هاي سرطان مى نمايد (8). كمپانى 
منطقى  با  انگلستان  در  نيز  ديگرى14  داروسازى 
مشابه توانست محل اتصال آنزيم جيراز15 را روى 

مولكول DNA پيدا نمايد (9).

دكتر على اكبر موسوى موحدى، ايمان راد
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  معرفى داروى بهينه ايدز16 با استفاده از 
گرماسنجى

كه  مى دهند  نشان  گرماسنجى  اطلاعات 
مهاركننده نسل اول17 توان برقرارى اتصال مطلوب 
به  و  ندارد  را  ايدز  عامل  پروتئاز  با  اختصاصى  و 
و  است  مثبتى  عدد  آن  انتالپى  مقدار  دليل  همين 
اين وضعيت تا نسل سوم18 ادامه داشت اما ساختار 
دستكارى  طورى  پنجم  و  چهارم  نسل  داروهاى 
پروتئاز  با  اختصاصى تر  اتصال  امكان  كه  شدند 
ويروس فراهم شود. اين اتصال به مراتب محكم تر 
خواهد بود و اثر مهاركنندگى آن در كاهش تخريب 
پروتئاز ويروس نيز به مراتب افزايش خواهد يافت.  
ايدز داروى  نسل هاي  تكامل  طى  ترتيب  اين  به 

به ترتيب منفى تر  انتالپى و انتروپى  مقدار عددى 
و مثبت تر شده اند. در نهايت، با وجود اعمال نفوذ 
در مقادير انتالپى و انتروپى، انرژى آزاد نيز به حد 

مطلوبى رسيده است.

موردنظر  نمونه  غربالگرى  روش هاي   
دارويى 

در روش هاى متداول غربالگرى امروزى از مواد 
كردن  نشان دار  جهت  فلورسنت  يا  و  راديواكتيو 
اين  بودن  زمان بر  و  بالا  هزينه  مى شود.  استفاده 
نوع غربالگرى ها از مهمترين عوامل محدودكننده 
هستند. در فرايند غربالگرى نمونه موردنظر دارويى
كنش  برهم  كه  ارزان  و  قوى  سيگنال  يك  به 

شكل 1 ـ نسل هاي مختلف مهاركننده پروتئاز ويروس HIV. انتالپى (∆H)، انتروپى (-T∆S) و انرژى آزاد (∆G) برهم 
كنش اين مهاركننده ها با آنزيم پروتئاز مذكور نشان داده شده است (7).

كشف داروهاى جديد با استفاده از گرماسنجى ريزآرايه



27رازي . سال بيست و سوم . شماره 1 . بهمن 90  27 / پي در پي 265

نمونه ها با مولكول هدف را به صورت درجا19 نشان 
دهد نياز است. انتالپى حاصل از تشكيل پيوند بين 
نمونه دارويى و مولكول هدف ويژگى هاى چنين 

سيگنالى را در خود دارد.
با توجه به اطلاعاتى كه از انتالپى برهم كنش بين 
مولكول ها وجود دارد، از روى مقدار گرماى مبادله 
مورد  نمونه  كنش  هم  بر  نحوه  به  مى توان  شده 
قبول دارويى با مولكول هدف پى برد. در روش هاى 
انجام  از  پس  نشانگر،  به  نيازمند  غربالگرى 
ترموديناميك  تفسير  به  غربالگرى  موفقيت آميز 
داده ها نياز است. پس از انجام اين تفاسير مى توان 
كرد.  درجه بندى  تأثيرگذارى  لحاظ  به  را  داروها 
گرماسنجى  دستگاه هاى  از  استفاده  اصلى  ويژگى 

(كه نقش مهمى در كاهش زمان غربالگرى دارد) 
اين است كه نيازى به تفسير داده هاى حاصل از 
آن نيست؛ چرا كه خود اين داده ها ترموديناميك 
در  داروسازى  كمپانى  يك  اكنون  هم  هستند. 
آمريكا20 به منظور كشف داروهاي نوين و مؤثرتر

از اين روش براي غربالگري استفاده مي كند.
بررسي  جهت  غربالگري  توان  افزايش   

نمونه هاي دارويي بيشتر
با وجود پيشرفت دستگاه هاي گرماسنجي، هنوز 
برهم  در  مبادله شده  گرماي  اندازه گيري  زمان 
كنش ها طولاني است و پاسخ گوي نياز روزافزون 
صنعت داروسازي نيست. در تلاش هايي كه جهت 
افزايش برون ده دستگاه و اندازه گيري تعداد بيشتر 

شكل 2ـ يك دستگاه انتالپي اري با چهار آرايه نشان داده شده است. هر آرايه از دستگاه به 
طور معمول از 96 تا مربع كه خودش از هفت حسگر تشكيل گرديده، ساخته مي شود. مساحت 

كل يك دستگاه چهار آرايه اي كمي كوچك تر از يك اسكناس يك دلاري است.

دكتر على اكبر موسوى موحدى، ايمان راد
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(ترموفلور)  حرارتي  صفحات  از  شد،  انجام  نمونه 
 384 معمولاً  صفحات  اين   .(10) گرديد  استفاده 
گرمايي  حسگر21  چاهك  هر  كه  دارند  چاهك 
مخصوص به خود را دارد. به اين ترتيب در عمل 
384 گرماسنج مينياتوري داريم كه با آن مي توان 
در يك دماي معين تعداد زيادي نمونه دارويي را 

عليه يك مولكول هدف غربالگري كرد.
زمان  كاهش  باعث  ترموفلور  فناوري  چند  هر 
غربالگري شده ولي هنوز با دو محدوديت همراه 
است. اول اين كه دقت گرماي محاسبه شده با اين 
روش به اندازه گرماسنجي هاي معمولي نيست و 
گرماي  نشت  احتمال  وجود  دليل  به  اين كه  دوم 
چاهك ها، كاربرد اين فناوري با محدوديت ساخت
مواجه است. با ايجاد يك فناوري جديدتر در سال 
2004 كه همان انتالپي اري مي باشد، كمبودهاي 

فناوري ترموفلور تا حد زيادي مرتفع شد.

 ساز و كار فناوري انتالپي اري
هر كدام از آرايه ها يك نانوگرماسنج است كه 
بررسي  امكان  نشانگر22  از  استفاده  به  نياز  بدون 
كمترين  با  را  مولكولي  بين  كنش هاي  برهم 
مقدار نمونه و در كوتاه ترين زمان ممكن، ميسر 
شبيه  آرايه ها  اين  از  كدام  هر  كار  طرز  مي سازد. 
به  نسبت  ولي  است  معمولي  دما23  هم  گرماسنج 
آن به مقدار بسيار كمتري از نمونه (حدود 250 
نانوليتر كه معادل يك قطره بسيار كوچك است) 
نياز دارد و كل عمليات گرماسنجي را در عرض 
در  كار  اين  حالى كه  در  مي دهد،  انجام  ثانيه   30
مورد گرماسنج هم دما معمولي حدود 15 الي 30 

دقيقه طول مي كشد.
طور  به  مي توان  مثلاً  فناوري  اين  وسيله  به 
(با  مهاركننده   96 مهاركنندگي  قدرت  همزمان 
ساختار و ويژگي هاي متفاوت) پروتئاز ويروس ايدز 

شكل 3 ـ فرض كنيد قطره تيره رنگ پروتئاز ويروس ايدز و قطره روشن مهاركننده آن باشد. دو قطره نمونه (دارو و 
مولكول هدف) توسط ربات در وسط هر كدام از مربع ها قرار داده مي شوند. همان طور كه ديده مي شود، پيكان ها جهت 
جريان الكتريكي را نشان مي دهند كه دو قطره را به سمت هم هدايت مي كند. طي 33 ميلي ثانيه اين دو قطره مخلوط 
مى گردند و گرماي آزاد شده از آن ها به صورت اختلاف پتانسيل ترجمه شده و توسط حسگر زير قطره ها (خطي كه 

در قسمت دوم شكل در وسط مربع قرار گرفته است و بر قطره ها عمود است) به رايانه گزارش مي شود.

كشف داروهاى جديد با استفاده از گرماسنجى ريزآرايه
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1. Chip microcalorimetry

شامل  عمده  طور  به  دستگاه ها  اين   Microcalorimetry  .2
و   Differential scanning calorimetry  (DSC) نوع  دو 

Isothermal titration calorimetry (ITC) هستند.

Microarray .3 روشي است كه در آن امكان بررسى همزمان 
نرخ بيان ژن هاى مختلف وجود دارد.

ساختار  چندين  كه  زمانى  است.   array لغوى  معادل  آرايه   .4
بررسى  امكان  كه  مى يابند  آرايش  هم  كنار  طورى  مينياتورى 
جامع و همزمان را فراهم آورند، واژه آرايه (array) به آن اطلاق 

مى گردد.
5. انتالپى گرمايى است كه طى برهم كنش آزاد و يا از محيط گرفته 
مى شود. انتالپى توسط دستگاه گرماسنجى رديابى و  اندازه گيرى 
انتالپى  همزمان  طور  به   ،enthalpy array دستگاه  مى شود. 

چندين برهم كنش را  اندازه گيرى و ثبت مى نمايد.

زيرنويس ها
6. Palo Alto Research Center 

اين شركت تحقيقاتي زيرمجموعه اي از شركت Xerox  است كه از 
سال 2002 ميلادي به طور مستقل در نزديكي شهر سانفرانسيسكو 
در ايالات متحده آمريكا فعاليت مي نمايد. تمركز تحقيقاتي اين 
شركت بر روي مهندسي زيستي (bioenginnering)، فناوري 
اطلاعات و مطالعات زيست پزشكي است تا سال 2009 سه پروژه 
اين شركت به طور جدي عملياتي شده اند. اين پروژه ها عبارتند 
از: غربالگري و تشخيص انواع سرطان با استفاده از نمونه خون 
 enthalpy array دستگاه هاي  از  استفاده  آزمايش،  مورد  افراد 
طراحي  و  مولكولي  كنش هاي  هم  بر  انواع  تشخيص  جهت 
از  حاصل  اطلاعات  تحليل  و  تجزيه  جهت  نوين  الگوريتم هاي 

طيف سنجي جرمي.
7. assay

8. Drug discovery

9. (∆H)

را در زمان كمتر از چند دقيقه تنها توسط يكي از 
چهار آرايه اين دستگاه مقايسه كرد. به همين ترتيب 
مي توان با آرايه اي ديگر در همان زمان، فعاليت 96 
آنزيم را بررسي كرد و به همين منوال با دو آرايه 
ديگر نيز به ترتيب برهم كنش آنتي ژن ـ آنتي بادي 
و آنتي بيوتيك با محل اثرش را بررسي نمود. در 
حدود 1200  فرايند  چهار  اين  انجام  عادي  حالت 

برابر بيشتر طول مي كشد!

 نتيجه گيري
معضل بزرگي كه ورود اين فناوري را به بازار 
تجاري با كندي مواجه ساخته، واقعي نبودن مقدار 
انتالپي محاسبه شده بر هم  كنش ها در مقايسه با 
گرماسنجي همدماي معمولي است. به عبارت ديگر

گرچه در اين فناوري مقايسه اندازه گيري گرما از 
ميكرو به نانو ارتقا يافته است، گرماي اندازه گيري 
مي شود داده  آن  به  كه  دستوري  اساس  بر  شده 

محاسبه مي  گردد (H∆ وانت هوف)، در اين دستور 
برهم  انتالپي  محاسبه  در  دخيل  معيارهاي  تمام 

كنش ها لحاظ نمي شود (11).
جهت  در  پروژه هايي   PARC شركت  هم اكنون 
نزديك تر نمودن مقادير محاسبه شده به واقعيت 
را در دست اجرا دارد. همزمان با اين فرايند، استفاده 
از مواد مقاوم و ارزان در ساخت آرايه ها در دستور 
نمونه هاي  نهايي  هزينه  تا  است  گرفته  قرار  كار 
تجاري را تا حد ممكن كاهش دهد. هر چند تاكنون 
موارد ساخته شده به دليل محدوديت بازار تقاضاي 
اين فناوري بيشتر جنبه سفارشي داشته اند ولي با 
در  دستگاه  اين  متنوع  كاربردهاي  شناخته شدن 
حوزه هاي مختلف علوم زيستي، پزشكي و دارويي 
گشته  هموارتر  محصول  اين  تجاري سازي  مسير 
است. اين روند به گونه اي است كه در گزارش اخير 
شركت PARC، ورود تجاري اين گونه فناوري ها در 

آينده اي نزديك نويد داده شده است (2،7).

دكتر على اكبر موسوى موحدى، ايمان راد
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10. (∆S)

11. (∆G)

12. ∆G=∆H-T∆S

13. Glaxo Welcome

14. Astra zeneca

15. DNA-gyrase

16. AIDS

17. indinavir

18. saquinavir

زيرنويس ها (ادامه)
19. Real time

Althexis Company .20 در 1998 در Waltham در ايالات 
متحده تأسيس شده است.

21. sensor
22. probe

اين  در   Isothermal titration calorimetry (ITC) .23
دستگاه ابتدا نمونه و ماده مورد بررسي همدما مي شود. زماني كه 
بر هم كنش رخ مي دهد، اين دستگاه تغيير دما را به عنوان معياري 

از تغيير انتالپي گزارش مي دهد.

كشف داروهاى جديد با استفاده از گرماسنجى ريزآرايه


