
  1-8 /1392خرداد و تير / 2، شماره 15 دوره/ مجله دانشگاه علوم پزشكي شهركرد
  مقاله پژوهشي

 E-mail:jmosavi@ihu.ac.ir، 021-77104934:تلفن ، مركز تحقيقات زيست شناسي،)ع(دانشگاه جامع امام حسين،تهران :نويسنده مسئول*

1

  انتهاي كربوكسيل دربوتولينوم اي شدن حرارتي كانديداي واكسن تودهمطالعه 

  Eبوتولينوم تيپ نوروتوكسين 
*سيد جعفر موسويدكتر مصيب رستميان، 

  

 .، تهران، ايران)ع (ين دانشگاه جامع امام حسي، شناسيست زيقاتمركز تحقگروه و 

  12/7/91 :پذيرشيخ  تار    20/5/91: اصلاح نهايي   16/3/91 :تاريخ دريافت

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  : مقدمه
 به معناي Botulusنام بوتوليسم از كلمه لاتين 

اين اصطلاح، . سوسيس در قرن نوزدهم گرفته شد
بيماري بوتوليسم را كه از خوردن سوسيس آلوده به 

انواع متفاوتي از ). 2،1(نمود وجود مي آمد، توصيف مي
ر مبناي منشاء مسموميت اند كه ب بوتوليسم شناسايي شده

. گردند و شكل ورود سم به بدن از يكديگر متمايز مي
ترين شكل بيماري، بوتوليسم ناشي از  مهمترين و رايج

اين شكل از بوتوليسم بدنبال مصرف غذاهاي . است غذا
سم باكتري كلستريديوم بوتولينوم ايجاد  آلوده به

ماري، از علائم مشخص آن در مراحل اوليه بي. گردد مي
دوبيني و تاري ديد و در مراحل بعدي، فلج پيشرونده 

 تنفسي و نهايتاً مرگ عضلاني و گسترش آن به عضلات
 A ،B ،C ،D ،E ،F امروزه هفت تيپ .)3،4( مي باشد

اين .  از سم كلستريديوم بوتولينوم شناخته شده استGو
ها داراي سه ناحيه عملكردي هستند كه  نوروتوكسين
احيه كاتاليتيك، ناحيه انتقال دهنده و ناحيه عبارتند از ن
اين نوروتوكسين پس از عبور از خون در . اتصال دهنده

هاي عصبي قرار گرفته و از طريق ناحيه  مجاورت پايانه
اين . شوداتصال دهنده به گيرنده خود متصل مي

هاي عصبي باعث عدم  نوروتوكسين با اثر بر سلول
 عدم انتقال پيام عصبي و ترشح استيل كولين، متعاقب آن

  ).5(شود  در نهايت فلج عضلاني مي

  :چكيده
ه مقاومت پروتئين مطالعه توده اي شدن حرارتي پروتئين يك روش ساده و مفيد براي مطالع :زمينه و هدف

از آنجايي كه تا به . به واسرشتگي حرارتي است و اطلاعات ارزشمندي در مورد ساختار پروتئين ارائه مي دهد
  Eحال هيچگونه اطلاعاتي در مورد ساختار زير واحد اتصال دهنده ي نوروتوكسين بوتولينوم تيپ 

)rBoNT/E-HCC (رسي ساختاري پروتئين مذكور، يافتن شرايط هدف بر مطالعه با  لذا اين،گزارش نشده است
pHبهينه براي آن و توده اي شدن حرارتي پروتئين طراحي شده است .  

توده اي شدن حرارتي پروتئين با روش طيف سنجي  در اين مطالعه توصيفي آزمايشگاهي، :روش بررسي
به منظور ارزيابي نتايج توده اي نهايتاً .  مورد مطالعه قرار گرفت9 و 4/7، 5، 2 هاي pH فرابنفش در -مرئي

 .شدن حرارتي، مطالعات طيف سنجي فلورسانس نيز صورت گرفت
هاي اسيدي  pH در Eنتايج نشان داد كه زير واحد اتصال دهنده ي نوروتوكسين بوتولينوم تيپ  :يافته ها

   . هاي بالاتر بازتر استpHفشرده تر و در 
 هاي pH در Eاحد اتصال دهنده ي نوروتوكسين بوتولينوم تيپ اساس نتايج زير و هر چند بر :نتيجه گيري

 چرا ، با اين حال فشرده تر بودن پروتئين، لزوماً به معناي پايداري بيشتر پروتئين نيست،اسيدي فشرده تر است
 . كه ممكن است مكانيسم هاي دخيل در فشردگي و پايداري پروتئين بسيار متفاوت باشند

  
  .Eنوروتوكسين بوتولينوم تيپ فلورسانس،  اي شدن حرارتي، توده :واژه هاي كليدي
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در حال حاضر براي ايجاد مصونيت اختصاصي 
 از يك توكسوئيد پنج ظرفيتي ،در افراد در معرض خطر
با ). 6(شود   استفاده ميA-Eهاي  بوتولينوم عليه سروتيپ

سالانه بررسي هاي فراواني روي انواع مختلف اين حال 
وتوليسم و امكان استفاده از آنها به صورت ب  هايواكسن

امروزه محققين به سوي . )6 (شودانجام ميخوراكي 
استفاده از پروتئين هاي نوتركيب به عنوان واكسن رو 

با توجه به اهميت ناحيه اتصال دهنده در . اندآورده
 بررسي روي اين ناحيه به عنوان ،اتصال سم به نورون ها

 يكي از .باشد ميوجه محققين  مورد ت واكسنايكانديد
 اسيد 93ها پروتئين نوتركيبي متشكل از  اين نوع واكسن

ي آمينه انتهاي كربوكسيلي زيرواحد اتصال دهنده
  . )7 ( مي باشدEنوروتوكسين بوتولينوم تيپ 

از آنجا كه هرگونه تجمع، ناپايداري و 
ها غير  دناتوراسيون پروتئيني در توليد داروها و واكسن

اي شدن  ساز است، بررسي توده  قبول و مشكلقابل
هاي مورد مطالعه در  ها همواره يكي از جنبه پروتئين
به علت ). 8(ها بوده است  هاي ساختاري پروتئين بررسي

تغيير ساختمان پروتئين و به سطح آمدن نواحي آبگريز، 
ها ممكن است باهم تجمع يابند، به اين فرآيند  پروتئين
محققين ). 8( گويند  مي)Aggregation(اي شدن  توده

 بر اين عقيده اند كه واسرشتگي پروتئين پيش شرط توده
كوچكترين آشفتگي در ساختار . باشداي شدن مي
تواند موجب به سطح آمدن سطوح آبگريز پروتئين مي

). 8(شده و در نتيجه باعث توده اي شدن پروتئين گردد 
كه موجب فاكتورهاي محيطي متعددي هم وجود دارند 

 : نظير،شرايط مختلف. شونداي شدن پروتئين مي توده
د علت نتوان  و قدرت يوني ميPHدما، غلظت پروتئيني، 

  ). 8،9( هاي مشاهده شده باشد شدن اي پديد آمدن توده
هاي نوتركيب  توجه به اهميت فراوان واكسن با

در پيشگيري از بيماري بوتوليسم كه بتوان از آنها به 
و نظر به عدم ) 6،10( كي استفاده كردصورت خورا

هاي  گونه گزارش قبلي در مورد ويژگي وجود هر
 در اين تحقيق به عنوان اولين ،ساختاري پروتئين مذكور

قدم در مطالعات ساختاري و يافتن شرايط بهينه تخليص، 

مصرف و نگهداري اين كانديداي واكسن نوتركيب به 
 pHدر چهار اي شدن حرارتي پروتئين  بررسي توده

 pH يك =5pH معده، pH معياري از =2pH(مختلف 
 به =9pH خون و pH نماينده =4/7pHنزديك به خنثي، 

  .پرداخته شده است)  بازيpHعنوان يك 
 

  : روش بررسي
  از باكتري نوتركيب،يها به منظور بيان پروتئين 

E. coli BL21 (DE3) و)7،11،12( استفاده گرديد  
شده با روش ستون كروماتوگرافي هاي بيان  پروتئين

براي دوباره همچنين ). 7،11،13 (شدندنيكل تخليص 
ا و حذف اوره  پروتئين ه)Renaturation(طبيعي كردن 

 از محلول حاوي پروتئين، از روش دياليز استفاده گرديد
) Cut Off Number (از كيسه دياليزي با نمره و )14،15(

  .استفاده شديق در اين تحق كيلو دالتون 12برابر 
 Varianاز دستگاه طيف سنجي نوري 

 mm 10با كووت كوارتز با قطر ) Carry-100 Bioمدل(
به منظور مطالعه توده اي شدن پروتئين زير واحد اتصال 

 و استفاده شد E دهنده ي نوروتوكسين بوتولينوم تيپ
گرفته  نظر در  نانومتر800 تا 200محدوده روبش طيف 

 حاوي  بافردر محيط =7pHتدا با دستگاه در اب. شد
)mM١٠٠( ۴PO٢NaH و )mM١٠( Tris-base  تنظيم

يعني دو سل دستگاه از بافر پر شده و خط پايه . شد
زير واحد  سپس در سل نمونه، پروتئين .بدست آمد

در  E تيپ بوتولينوم نوروتوكسين ي اتصال دهنده
ها در چهار  طيف نمونه. مختلف قرار گرفت pHشرايط 

pH  به طور همزمان در طول ) 9 و 4/7، 5، 2(مختلف
  نانومتر به عنوان پروبي به منظور سنجش توده اي360موج 

ي  دما براي همه). 16( ند گرفته شدنظر در )9(شدن 
در آزمايشي ديگر .  درجه سانتيگراد بود50ها برابر نمونه

 تيوتريتول سولفيدي، دي به منظور احيا باندهاي دي
)Dithiothreitol=DTT (هاي بالا  در غلظت)mM 100-10 (به 

ها اضافه گرديد و آزمايش  ي نمونه ميزان مشابه به همه
  ).17( در همان طول موج و دماي ذكر شده تكرار گرديد

  اي شدن حرارتــي،  به منظور ارزيابي نتايج توده
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 بر روي ساختار سوم پروتئين با روش pHمطالعات اثر 
ها با  طيف نشري پروتئين. فلورسانس هم صورت گرفت

 مدل (Varianاستفاده از دستگاه طيف سنج فلورسانس 
Carry Eclipse( با طول موج ثابت تهييج ،nm 280 و 

 و با فواصل nm 450-300نشر ما بين طول موج هاي 
اندازه گيري شدت و   ثبت شدnm 9/0طول موجي 

هاي محفظه. صورت گرفت C 25° فلورسانس در دماي
 و طول µl400 استفاده شده حجمي معادل كوارتزي

.  را در جهت عبور نور داشتندcm 5/0مسيري معادل 
سرعت روبش طول موج توسط تكفام ساز نشري بكار 

 و نيز قطر دريچه هاي نشري تهييجي nm/min 120رفته 
nm 10جهت به حداقل رساندن اثر نورهاي .  بود

اي ه ون خاص بر سر راه فوتپراكنده شده از فيلترهاي
هاي با طول موج كمتر از  نشري استفاده گرديد تا فوتون

nm 300زير واحد غلظت پروتئين .  را جذب نمايند
 در تمام E تيپ بوتولينوم نوروتوكسين ي اتصال دهنده

در  9 و 4/7، 5، 2 هاي pHبا  µg/ml 100ها حدود  نمونه
) mM 10( و 4PO2NaH) mM100(حاوي محيط بافر
Tris-base 18( بود.(  

 

  :يافته ها
طبق آزمايشي كه  ي شدن حرارتي توده اهمطالع

زير واحد به منظور حصول الگوي دناتوراسيون حرارتي 
 انجام E تيپ بوتولينوم نوروتوكسين ي اتصال دهنده

 شدن ي مطالعات توده اي برابمناسي دما، گرفت
 نوروتوكسين يزير واحد اتصال دهنده در مورد يحرارت

  .نمودبرآورد  درجه سانتيگراد 50برابر را  E پتي بوتولينوم
 ديده =2pH اي شدن در ماكزيمم ميزان توده

، نمودارهاي =9pHبه استثناي  ).1نمودار شماره (شد 
 از الگوي مذكور =4/7pH و =5pHاي شدن  توده

 و 5 به دو از pH افزايشبه عبارت ديگر .  كردتبعيت مي
زير واحد اتصال  پروتئين شدن ايتوده كاهش باعث 4/7

 .گرددمي E تيپ بوتولينوم نوروتوكسين يدهنده
   به خودي گروه تيول و تشكيل بانـــداكسيداسيون خود

  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

 مقايسه تغييرات زماني توده اي شدن :1نمودار شماره 
ي نوروتوكـسين بوتولينـوم     زير واحد اتصال دهنده   

  .هاي مختلف pH رد E تيپ
  

ها در   و خارج مولكولسولفيدي در داخل دي
8pH≥  بنابراين احتمالاً به همين دليل ).19 (يابد تسريع مي 

ي زير واحد اتصال دهندهاي شدن است كه توده
 از الگوي مذكور =9pH در E نوروتوكسين بوتولينوم تيپ

   . بيشتر است=5pHو   =pH 4/7تبعيت نكرده و نسبت به 
كه از به منظور اثبات فرضيه مذكور و تحليلي 

  نمودارهاي توده اي شدن و نقش واسطه گري باند 
  

  
 
  
  
  
  
 
 
 
 
  

 
اي شدن حرارتي پروتئين زير واحد توده :2نمودار شماره 
در حضور  E ي نوروتوكسين بوتولينوم تيپاتصال دهنده

  .هاي مختلف  pH تيوتريتول درهاي يكسان ديغلظت
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وق در ـايش فـــدي صورت گرفت، آزمـــسولفي دي
  از آنجايي كه . تيوتريتول تكرار گرديد دي ورحض

كند،  دي تيوتريتول به عنوان عامل احيا كننده عمل مي
همچنين از  شكند وبنابراين باند دي سولفيدي را مي

در اين . كندتشكيل باند دي سولفيدي جلوگيري مي
انده در واسرشتگي ط تنها پارامتر تعيين كننده باقيمشراي

. تئين، پايداري ساختاري استاي شدن پرو و توده
احتمالاً زير واحد اتصال دهنده ي نوروتوكسين 

تر و پايدارتر است و   فشرده=2pH در E بوتولينوم تيپ
تر  اي شدن حرارتي هم مقاوم بنابراين در مقابل توده

اي شدن زير   كه تودهدادنشان نتايج همچنين . است
 E يپواحد اتصال دهنده ي نوروتوكسين بوتولينوم ت

 بر اساس پايداري آنها كاهش 9 و 4/7، 5 هاي pHدر 
   ).2نمودار شماره ( يابد مي

زير واحد اتصال  طيف نشري اين مطالعه در
 هاي pH را در E تيپ بوتولينوم نوروتوكسين  يدهنده

 با تهييج در nm500-300  در محدوده9 و 4/7، 5، 2
nm280افزايش كه  نشان داد pH  يش  با افزا9 به 2از

   ).3نمودار شماره( بودشدت نشر همراه 
  
  
  
  
  
  
  
  

  
  
  
  
  
  
  

 مقايسه طيف فلورسـانس پـروتئين       :3نمودار شماره   
زير واحد اتصال دهنده ي نوروتوكـسين بوتولينـوم         

  . هاي مختلفpH در Eتيپ 

 زير واحد اتصال ين فلورسانس پروتئيفط
 يزان م=2pH در E تيپ بوتولينوم نوروتوكسين ي دهنده
نسبت به طيف نشري را  nm 4  حدودي آبييجا جابه

اين جابه جايي نشان مي دهد . ي دهدنشان م ها pHساير 
 زير واحد اتصال ين پروتئيپتوفان تريهاينه  آميداسكه 

 به =2pH در E  بوتولينوم تيپنوروتوكسين  يدهنده
  .د انيافتهتر انتقال يز آبگريط محيك

  
  :بحث

 360تئين در اي شدن حرارتي پرو مطالعه توده
 يك روش مفيد و ساده براي مطالعه مقاومت ،نانومتر

  نمودارهاي . پروتئين به واسرشتگي حرارتي است
خيري، لگاريتمي و أتوده اي شدن معمول داراي سه فاز ت

اي شدن پروتئين  هر چه نمودار توده. ثابت مي باشند
تري باشد يا فاز لگاريتمي شيب  خيري كوتاهاداراي فاز ت

ي اين است كه سرعت   نشان دهنده،ري داشته باشدبيشت
 عكس هر باشد و بر توده اي شدن اين پروتئين بالا مي

خيري بزرگتر و يا فاز لگاريتمي داراي شيب اچه فاز ت
كمتري باشد پروتئين پايدارتر است و سرعت توده اي 
  شدن كه ناشي از ناپايداري پروتئين است كاهش 

دهد  اي شدن نشان مي  تودهآزمايشات). 9،20( مي يابد
ي نوروتوكسين بوتولينوم  زير واحد اتصال دهندهكه 
  هاي مختلف   درجه سانتيگراد با نرخ50 در E تيپ
ي شدن فرآيندي است كه با  اتوده. شوند اي مي توده

هاي چند مكانيسم مختلف از جمله تشكيل واريته
كووالانت، برگشت   غير⁄محلول، كووالانت  غير⁄محلول

ممكن  ، دناتوره پروتئين⁄ برگشت ناپذير و طبيعي⁄ذيرپ
اي شدن از نتايج ما نشان داد كه توده). 8(است رخ دهد 

  سولفيدي بين مولكولي پيش راه تشكيل باندهاي دي
 =9pH و =2pHسولفيدي در  تشكيل باند دي. رود مي

. گردد  بيشتر تسريع مي=4/7pH و =5pHدر مقايسه با 
ن ادعا باندهاي دي سولفيدي پروتئين به منظور اثبات اي

احيا و تشكيل مجدد آن با استفاده از عامل احيا كننده 
DTTزير واحد اتصال داد  نتايج نشان و  ممانعت گرديد
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 به =2pH در Eي نوروتوكسين بوتولينوم تيپ  دهنده
  در مقايسه، . است تراي شدن حرارتي مقاومتوده
مكانيسمي ديگر  با =9pHاي شدن پروتئين در  توده

تسريع اكسيداسيون خود به خودي گروه تيول و تشكيل (
  ≤8pHها در  سولفيدي در داخل و خارج مولكول باند دي

   .يابد كاهش مي =4/7pH  و =5pHنسبت به ) 19(
 مطالعه بر روي طيف فلورسانس ماكرومولكول ها
مي تواند اطلاعات ارزشمندي در مورد بناي فضايي 

ها تنها سه  در پروتئين). 21( ست بدهدماكرومولكول بد
فلوروفر ذاتي يا دروني وجود دارد كه به ترتيب كاهش 

    تريپتوفان، تايروزين و فنيل آلانين،بازده كوانتايي
در عمل فلورسانس تريپتوفان بيشتر مورد . دنمي باش

زيرا فنيل آلانين بازده كوانتايي د، گيرمطالعه قرار مي
تايروزين نيز غالباً به واسطه كمي دارد و فلورسانس 

دليل اصلي ). 21(خاموش شدن بسيار ضعيف است 
ها بدست آوردن مطالعه فلورسانس ذاتي پروتئين

اطلاعاتي در مورد بناي فضايي آنان است، زيرا 
فلورسانس تريپتوفان و تايروزين شديداً بستگي به محيط 

، حضور يك PHنوع و تركيب حلال، (اطراف آنان 
، وجود يك مولكول كوچك و يا يك گروه خاموشگر

زير واحد پروتئين . دارد) همسايه در ساختمان پروتئين
 داراي پنج اسيد Eاتصال نوروتوكسين بوتولينوم تيپ 

زير واحد  طيف فلورسانس  وآمينه تريپتوفان مي باشد
 ناشي از E ي نوروتوكسين بوتولينوم تيپ اتصال دهنده

 9 و 4/7، 5، 2هاي  PHدركه  اين چند اسيد آمينه است
هيچ گونه جابه جايي آبي يا سرخ در . ه استبدست آمد

 ديده 9 و 4/7، 5هاي  pHطيف فلورسانس پروتئين در 
زير واحد  ين فلورسانس پروتئيفط حال آنكه .نشد

 =2pH در E تيپ بوتولينوم نوروتوكسين ياتصال دهنده
 يفرا نسبت به ط nm 4د حدوي آبيي جابه جايزانم
جايي احتمالاً  ها نشان مي دهد اين جابه pH ير سايشرن

. يزتر است آبگريط محيكبه ها  بدليل انتقال تريپتوفان
همچنين نتايج نشان داد كه شدت فلورسانس پروتئين 

 E ي نوروتوكسين بوتولينوم تيپ زير واحد اتصال دهنده
 ها كمتر است، با افزايش pHنسبت به ساير  =2pHدر 

pH از pH2( اسيدي  هايpH= ( بهpHهاي بازي  
)9pH= (بنابراين . شدت فلورسانس افزايش يافته است

  در) اسيد آمينه هاي آروماتيك پروتئين(كرموفورها 
pH تر كمتر به سطح ماكرومولكول متمايل هاي پائين

اين امر احتمالاً بدليل فشرده تر شدن پروتئين . شده اند
ييد كننده ا تو دباش  ها ميpH نسبت به ساير =2pHدر 

  .اي شدن حرارتي است نتايج حاصل از مطالعات توده
 بيوشيميايي فراواني روي -مطالعات بيوفيزيكي

تيپ هاي مختلف نوروتوكسين بوتولينوم صورت گرفته 
ترين تحقيق با مقاله حاضر،  بطدر مرت). 22-26(است 

حققين به بررسي خصوصيات فيزيكوشيميايي و م
تركيب زنجيره سنگين نوروتوكسين ساختاري پروتئين نو

 تحت شرايط )B) rBoNT/B-Hcبوتولينوم تيپ 
گوناگون و با استفاده از اطلاعات حاصل، به ارزيابي 

آنها در مطالعه . شرايط فرآيند تخليص مناسب پرداختند
، 6، 5، 4هاي  pH حلاليت پروتئين نوتركيب در خود

 چندين روش بيوفيزيكي كردند و ارزيابي را 9 و 8، 5/7
مختلف براي بدست آوردن پايداري پروتئين نوتركيب 

يافته ها، نشان . تحت شرايط گوناگون استفاده نمودند
 زير rBoNT/B-Hcداد كه پايداري شيميايي و فضايي 

pH  كند  اين مطالعه پيشنهاد مي. شود  بيشتر مي5/7هاي
ه  بrBoNT/B(Hcكه براي فرآيند تخليص بايد عرضه 

pH26( هاي بالا و شرايط نمكي را به حداقل رساند .(
 بهينه براي pHاين تحقيق، ما را به سمت يافتن شرايط 

ي زير واحد اتصال دهندهپروتئين نوتركيب 
  .  تشويق كردEنوروتوكسين بوتولينوم تيپ 

  

  :نتيجه گيري
زير واحد دهد كه  در مجموع نتايج ما نشان مي

   درE ن بوتولينوم تيپي نوروتوكسياتصال دهنده
pH تر و در  هاي اسيدي فشردهpH  هاي بالاتر بازتر
توانند براي  پائين ميpHبنابراين بافرهاي با . است

زير واحد اتصال تخليص، مصرف و نگهداري پروتئين 
. تر باشند مناسب E ي نوروتوكسين بوتولينوم تيپ دهنده

سن توان اين احتمال را داد كه اين واك همچنين مي
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 اسيدي معده را داشته pHنوتركيب توانايي تحمل 
باشد و بتوان از آن به عنوان يك واكسن خوراكي 

 ترچند اين فرض نياز به بررسي جامع استفاده نمود، هر
- نهايتاً لازم به ذكر است كه فشرده. تري دارد و دقيق

تر بودن پروتئين لزوماً به معناي پايداري بيشتر 
هاي  ه ممكن است مكانيسمپروتئين نيست چرا ك

بسيار ) فشردگي و پايداري(دخيل در اين دو حالت 
  گردد كه مطالعات  بنابراين توصيه مي. متفاوت باشند

  

  .  بيوفيزيكي بيشتري در اين راستا صورت گيرد
  

  :تشكر و قدرداني
با ) 1197طرح تحقيقاتي شماره (اين كار تحقيقاتي 

. انجام گرفته است) ع ( حسينهاي مالي دانشگاه جامع امام حمايت
نويسندگان از كمك هاي علمي و عملي اعضاي مركز تحقيقات 
بيوشيمي و بيوفيزيك دانشگاه تهران خصوصاً استاد گرانقدر 

  .دنماين اكبر موسوي موحدي صميمانه قدرداني مي پروفسور علي
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Background and aims: Thermal aggregation study of proteins is a useful and simple method to 
evaluate protein resistance to thermal denaturation and presents valuable information about 
protein conformation. There is no reported information about botulinum neurotoxin type E 
(rBoNT/E-HCC) structure. The aim of this study was to examine the structure of rBoNT/E-
HCC, to find the best pH for it, and to study thermal aggregation of protein. 
Methods: In this descriptive laboratory study, thermal aggregation was studied using UV-
visible spectrometry in different pH (2, 5, 7.4, and 9). Finally, fluorescence spectrometry was 
also carried out to evaluate the thermal aggregation results. 
Results: The results showed that rBoNT/E-HCC is more compact in acidic pH and more open in 
alkaline pH.  
Conclusion: According to the results, although rBoNT/E-HCC is more compact in acidic pH, it 
is notable that being more compact is not necessarily equal to being more stable. The 
mechanisms involving in compactness and stability may be completely different.  
 
Keywords: Botulinum neurotoxin type E, Fluorescence, Thermal aggregation. 


