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 مقدمه. 1

 آمیلوئیدیها و تشکیل رسوبات تجمع نابجای پروتئین
برندة سیستم عصبی در بیماری تحلیل 01اساس حدود 

های آلزایمر، پارکینسون، هانتینگتون انسان مثل بیماری
[ رسوبات آمیلوئیدی در 5است. ] 5و کروتزفلد ـ ژاکوب

                                                                                                                                                                                                 
1. Cruetzfeldt-Jacob 

یا دیابت  0سالان با عنوان دیابت نوع شروع دیابت در بزرگ
وئیدی [ بااینکه فیبرهای آمیل0شیرین نیز نقش دارد. ]

ها آید، همة آنوجود میهای مختلف بهتوسط پروتئین
دارند که  Cross-βنام موتیف معماری مولکولی مشابهی به

صفحات بتای صورت پپتیدی بههای پلیدر آن، زنجیره

 80/11/1931تاریخ دریافت:  

 42/14/1931تاریخ پذیرش: 

 ها:کلیدواژه
لیزوزیم، تجمع آمیلوئیدی، 

 .زنفنیل بنسمیت سلولی، تری
 

 چکیده
 

ــ ةبرندلیتحل یهایماریب زمینه و هدف  ــتمیس ــب س ــالمندان،  تیجمع شیچون افزاهم یعوامل لیدلبه یعص س
ـــمع ،ثرؤم یطول عمر و فقـدان داروها شیافزا ـــتجهان یلض ـــد مولکولینظر م. بهی اس  یهاحلقه یدارا یهارس

ـــهبـ کیـآرومـات ـــدن از ا یدیـلوئیتجمع آم رییتغ ایـمهـار  ةلـیوس که عامل  هالیبریو ف گومرهایال جادیو مانع ش
ی اثرات مهار پژوهش حاضـــر، کنند. درمی فایا را هاکننده از نورونمحافظتقش یند، نهایماریب نیا ةوجودآورندهب

 .بررسی شد میزوزیل تیتجمع و سم یرو ،کیول آروماتلکعنوان موبه ،بنزن لیفنیتر  1و  9، 5
 حل شد یدیاس طیمولار و شرایلیم 11 نیسیدر بافر گلالیتر بر میلیگرم یلیم 0با غلظت  میزوزیل هامواد و روش

 نیا یاثر مهار بنزن قرار داده شد. لیفنیتر ابیغ ایدر حضور  یمدت مشخص یدرجه برا 11 یو سپس در دما
 و سنجش ، قرمز کنگوT نیوفلاویت ،یمات یروین کروسکوپیمثل م ییهاکیبا استفاده از تکن میزوزیل  رب  بیترک

MTT گرفت مورد مطالعه قرار. 
. است مولارکرویم 5/1برابر   IC50صورت وابسته به غلظت  و باهب میزوزیقادر به مهار تجمع ل بیترک نیا هایافته
عات تجم تیسم نیهمچن و دشکاهش فاز تعادل  و ریخأشدن فاز ت یباعث طولان بیترک نیا یکینتیس ةمطالع

 .( یافت= p 101/1ی )دارانکاهش مع بیترک نیدر حضور ا میزوزیل
در  دیلوئیآم دیبنزن قادر به وارد شدن به بخش مستعد تول لیفنیمشاهدات نشان داد که تر نیا گیرینتیجه

 .شودآن می لیو باعث مهار تشک است تجمع لیتشک یةمراحل اول
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 1، شمارة 41دورة ، 1933دانشگاه علوم پزشکی سبزوار، فروردین و اردیبهشت 

شکل عمود حول محور اصلی آید و بهمیموازی یا ضدموازی در
ت که [ امروزه مشخص شده اس9پیچد. ]فیبر آمیلوئیدی می
عامل اصلی ایجاد بیماری  و تجمع آنAβ افزایش تولید پپتید 

مزمن و پیچیده است که  ای[ آلزایمر بیماری4آلزایمر است. ]
درصد زوال عقل  11ـ41ومیر و تقریباً علت چهارمین عامل مرگ

سال  61درصد افراد بالای  51[ تقریباً 1رود. ]شمار میدر دنیا به
وده و اعتقاد بر این است که حدود به این بیماری مبتلا ب

وپنجه نرم نفر در دنیا با این بیماری دست 9101110111
[ تاکنون دارویی عرضه نشده که بتواند هم مانع 1کنند. ]می

تشکیل رسوبات آمیلوئیدی در مغز شود و هم رسوبات ازپیش 
های مولکولی شده را حذف کند؛ اما درمورد مکانیسمتشکیل

یماری پیشرفت معناداری حاصل شده است. منجر به این ب
 تنی دلالت بر این دارند که تولید بیشتنی و برونتحقیقات درون
تبع آن تجمع این پروتئین عامل اولیة و به Aβاز حد پپتید 

های نورونی است. مطالعات گوناگون سمیت سلولی در سلول
و پایدارسازی فرم طبیعی  Aβدهد کاهش سطح تولید نشان می

سازی تجمعات ازپیش ین پروتئین، مهار تجمع آن و پاکا
های درمانی امیدبخش برای درمان آلزایمر شده استراتژیتشکیل
دهد [ دانشمندان براساس مشاهداتی که نشان می6است. ]

های مستعد تجمع ازجمله اسیدهای آمینة آروماتیک در پروتئین
اند که دهشود، پیشنهاد داوفور دیده میبه  Aβ پپتیدهای

ی های جانبی اسیدهای بین زنجیره  5نیروهای استکینگ پا
 Aβ آمینة آروماتیک باعث پایداری بنای فضایی فیبری پپتید 

برندة قوی و مؤثری در تشکیل فیبرهای شود و نیروی پیشمی
[ برپایة مطالعات، ترکیباتی که 0ـ1رود. ]شمار میآمیلوئیدی به

آروماتیک هستند، خاصیت دارای حداقل دو حلقة 
اند که ها نیز نشان داده[ دیگر پژوهش1ضدآمیلوئیدی دارند. ]

ها و های متصل به این حلقههای آروماتیک و گروهتعداد حلقه
ها در میزان های جانبی به حلقههمچنین جایگاه اتصال گروه

[ از دیگر 51ها نقش دارند. ]تأثیرشان بر مهار تجمع پروتئین
های ها شامل مولکولفنلای تـحقیقات این است که پلیهیافته

ها و سبزیجات دارای های فنیل در میوهکوچک دارای حلقه
برندة های تحلیلاثرات مهاری در بیماران آلزایمری و ناهنجاری

سیستم عصبی است. گرچه مکانیسم عمل این ترکیبات 
نظر های فنیل بهدرستی تبیین نشده، ساختار حلقوی گروهبه

[ 55ها است. ]فنلرسد متضمن ایفای چنین نقشی در پلیمی
مثلاً تحقیقات دربارة کورکومین )مادة موثر زردچوبه( نشان 

دهد دو گروه فنیل در دو انتهای این مولکول و یک فاصلة می
                                                                                                                                                                                                 

1. π-π stacking 

2. clioquinol 

3. epigallocatechin 

آنگستروم( در کارایی مهاری آن  51ـ6بهینه بین این دو حلقه )
منظور شناسایی [ به50، 0. ]ها نقش داردبر روی تجمع پروتئین

های مؤثر فرایند تجمع آمیلوئیدی، ترکیبات مهارکننده
هتروسیکلیک متعددی بررسی شده است؛ ازجملة این مواد 

[ را 51ـ59] 4و کومارین 9، اپیگالوکاتچین0توان کلیوکوینولمی
های طور که قبلاً گفته شد، اثربخشی مولکولنام برد. همان

های جانبی متصل ها و گروهها، تعداد آنلقهآروماتیک به نوع ح
های قبلی خود، به حلقه بستگی دارد. نویسندگان در پژوهش

[ و دوایندولی و 56ایندولی ]نقش ترکیبات آروماتیک تک
[ را در  مهار تجمع آمیلوئیدی بررسی 51مشتقات مختلف آن ]

 ای متشکلاند. در مطالعة حاضر اثر یک ترکیب چهارحلقهکرده
 بنزن که با یک پیوند کووالانسی بهاز سه حلقه آروماتیک فنیل 

 9، 5سه جایگاه  فنیل بنزن مرکزی متصل شده است، با عنوان 
فنیل بنزن بررسی شد. هدف اصلی این پژوهش بررسی تری  1و 

ها نقش ساختار متفاوت ترکیبات آروماتیک از نظر تعداد حلقه
ان مهار فرایند تجمع و نقش های آروماتیک در میزو آرایش حلقه

ای هآن در کاهش سمیت سلولی تجمعات بعد از اثر آن بر فیبر
مدل تحت عنوان  نیپروتئ کمنزلة یآمیلوئیدی لیزوزیم )به

( است. در این مطالعه، از لیزوزیم برای بررسی مهار نیپروتئ
تی در راحتجمع آمیلوئیدی استفاده شد؛ چراکه این پروتئین به

ازجمله در دمای بالا به فیبر  1شوندگیلف دناتورهشرایط مخت
خوبی شود و مکانیسم تشکیل فیبر و ساختار آن بهتبدیل می

    شناخته شده است.

 هامواد و روش. 2

و تمام  T، کنگو رد، تیوفلاوین EC 3.2.1.17لیزوزیم با کد 
بافرها از شرکت سیگما خریداری شد. تمام مواد دیگر 
جهت سنتز از شرکت مرک تهیه شد. ترکیب سنتزشده 

های طیفی و فیزیکی با اطلاعاتی که وسیلة مقایسة دادهبه
 قبلاً در مقالات گزارش شده بود، مورد تأیید قرار گرفت.

 فنیل بنزنتری 6و  9، 1. سنتز ترکیب 4.1

در آزمایشگاه تحقیقاتی دانشگاه حکیم این ترکیب 
مول( میلی 5طور خلاصه استوفن )سبزواری سنتز شد. به

ها قبلاً تغییر )که سطوح آن HPA/NCPگرم و  میلی 51
داده شده بود( به یک لوله آزمایش اضافه شد و مخلوط 

آرامی درجه به 511ساعت در دمای  1/0حاصل به مدت 
 TLCوسیلة شدن واکنش و تأیید بههم زده شد. بعد از کامل 

4. coumarin 

5. denaturation 
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 1، شمارة 41، دورة 1933فروردین و اردیبهشت دانشگاه علوم پزشکی سبزوار،    

درجه رسانیده شد و سپس اتانول داغ به  01دمای واکنش به 
دقیقه هم زده شد. کاتالیست  1مخلوط حاصل اضافه و به مدت 

موجود در مخلوط واکنش با فیلتراسیون از محیط واکنش حذف 
شده از فیلتر تحت فشار تغلیظ شد. محلول شد. محلول خارج

طریق کریستالیزاسیون مجدد در مخلوط اتاتول و  شده ازتغلیظ
دوباره تأیید شد. مادة  TLCوسیلة و به خالص 9:5آب با نسبت 
های طیفی و وسیلة دادهشده به این روش بهخالص تهیه

 همچنین تعیین نقطة ذوب آن تأیید شد. 

 . تشکیل تجمع پروتئین 4.4

 11یسین گرم  پودر پروتئین در بافر گلامیلی 01ابتدا 
 001وسیلة قرائت جذب حل شد و به = pH 1/0مولار، میلی

نانومتر غلظت پروتئین محاسبه گردید. سپس از محلول 
مولار میلی 11پروتئینی فوق مقداری برداشت شد تا  در بافر  

ر لیتگرم بر میلیمیلی 0غلظت معادل  1/0برابر  pHگلایسین با 
درجه به مدت مشخص  11دست آید. مخلوط حاصل در دمای به

 شد، انکوبه گردید. آرامی هم زده میدرحالی که به

 T. سنجش تیوفلاوین 4.9
در بافر  Tمولار از تیوفلاوین میلی 1/0ابتدا یک محلول مادر 

برابر  pHمولار با میلی 511مولار و نمک طعام میلی 51فسفات 
ومتر میکر 41/1تهیه و پس از عبور دادن از فیلتری با قطر  1

های درجه ذخیره شد. در زمان 4برای ادامة کار در دمای 
میکرولیتر از  111میکرولیتر نمونة پروتئینی و  51مختلف 

در یک سل کوارتز قرار داده شد. نشر  Tمحلول تیوفلاوین 
 نانومتر ثبت گردید. 441فلورسانس آن بعد از تحریک در 

 . سنجش کنگو رد4.2
 1مولار در بافر فسفات میلی 01یک محلول مادر با غلظت 

مولار میلی 511و شامل نمک طعام  4/1برابر   pHمولار  بامیلی
 ها فیلتر شد وتهیه شد. سپس این محلول برای حذف ناخالصی

گراد ذخیره گردید. در فاصلة زمانی درجه سانتی 4در دمای 
میکرولیتر از  441میکرولیتر از نمونة پروتئینی با  61مشخص 

محلول کنگو رد ترکیب گردید و سپس طیف جذبی آن در دامنة 
 نانومتر ثبت گردید.  111ـ411

برداری آمیلوئید توسط . تهیة نمونه برای عکس4.6
 میکروسکوپ نیروی اتمی

از نمونة حاوی فیبرهای آمیلوئیدی میکرولیتر  51مقدار 
شده بر روی قطعات کوچک از جنس میکا ریخته تشکیل

شد و بعد از پخش و خشک شدن آن، از دستگاه 
میکروسکوپ نیروی اتمی برای مشاهدة مستقیم فیبرهای 

 شده استفاده شد.  آمیلوئیدی تشکیل

 MTT . بررسی سمیت با روش 4.5
یل فنکور در حضور تریفیبرهای آمیلوئیدی طبق روش مذ

میکرومولار( و عدم حضور آن تهیه  9بنزن )با غلظت بهینة 
و های حاوی مواد فوق سانتریفیوژ شد شد. سپس ویال

رویی  حلولبه اندازة م محلول رویی برداشته شد.
ها ویال رسوبی بخشبه  DMEMشده، محیط کشت خارج

. بعد از چندین شد حلدر آن  رسوبی بخشاضافه گردید و 
 شتک محیط به بلافاصلهبار سمپلینگ، مادة آمادة تزریق 

 ظرف در یک سلول ها براینمونه میتو س اضافه هاسلول
 [ 50. ]شد سنجش  MTT  ةوسیلبه چاهکی16

 آماری . آنالیز4.1
 هر در و انجام مستقلطور به بار سه حداقل آزمایش هر
 نمودارها تمام و شد تکرار بار سه کمدست هرکدام بار
 با هاداده. شد گزارش SD±Mean میانگین صورتبه

آزمون تی  از استفاده با (56 )نسخة SPSS آماری افزارنرم
  .شد تحلیل و تجزیه درصد 11 اطمینان ضریب با مستقل

 های پژوهش. یافته3

دهد اسیدهای آمینة آروماتیک مطالعات گوناگون نشان می
دلیل ایجاد پیوندهای ها و پپتیدها بهساختار پروتئیندر 

[ 51کند. ]ها را مستعد تجمع میاستکینگ پای، آن
 سری ترکیباتهمچنین برپایة تحقیقات دانشمندان، یک

آروماتیک مصنوعی یا طبیعی مثل کورکومین، رزوراتول، 
-πهای اپیجنین و آپومورفین از طریق تخریب اندرکنش

π های آمیلوئیدی و سمیت ناشی از کیل فیبرقادرند از تش
[ در مطالعة حاضر، از یک ترکیب 0ها جلوگیری کنند. ]آن

با چهار گروه آروماتیکی برای مهار تجمع این پروتئین 
  استفاده شد.

. تعیین غلظت بهینه و بررسی کینیتیک مهار 9.1
فنیل بنزن در تجمع فیبرهای لیزوزیم توسط تری

 غلظت بهینه
ها اشاره شد، یکی از ور که در بخش روشطهمان

شناساگرهای تشکیل فیبرهای آمیلوئیدی استفاده از رنگ 
است که در این روش، بر اثر اتصال  Tفلورسنت تیوفلاوین 
 441ها، با تحریک آن در طول موج این رنگ به فیبریل

 111ـ441های بین نانومتر، شدت نشر بالایی در طول موج
دست آوردن بهترین غلظتی شود. برای بهنانومتر دیده می
فنیل بنزن بتواند باعث مهار تشکیل که ترکیب تری

فیبرهای آمیلوئیدی گردد، فرایند تشکیل این فیبرها در 
میکرومولار این ترکیب انجام و  6/0ـ191/1دامنة غلظت 
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غلظت بر حسب ميکرومولار

ب

بررسی ThT نتایج آن با بررسی شدت طیف فلورسانس 
دهد، اثر مهاری ان می.الف نش5طور که شکل شد. همان

صورت وابسته به غلظت است و بهترین این ترکیب به
 90/1 داد،غلظتی که بهترین اثر مهاری را نشان می

کمترین  Tلیتر بود؛ زیرا تیوفلاوین میکرومولار بر میلی
نانومتر در  111ـ441شدت نشر فلورسانس را در دامنة 

، یعنی 05ICاین غلظت نشان داد. از طرف دیگر محاسبة 
های درصد تشکیل فیبر 11غلظتی از این مهارکننده که 

دهد میکرومولار را نشان می 5/1کند، لیزوزیمی را مهار می
فنیل بنزن در .ب(. کینتیک مهاری این تری5)شکل 

ساعته( مورد بررسی قرار های ششهای مختلف )دورهزمان
ز در طی زمان ا Tروند تغییرات نشری تیوفلاوین گرفت. 

کند که شامل سه مرحلة فاز مدل سیگموئیدی تبعیت می
تأخیری، مرحلة رشد سریع و مرحلة تعادلی انتهایی است. 

گفته   5در فاز تأخیری که به آن مرحلة هستة گذاری
های اولیة تشکیل فیبرهای آمیلوئیدی شود، هستهمی

شود و مرحلة محدودکنندة فرایند است و بعد حاصل می
طور که . هماندهداز آن یک شدت نشر تصاعدی رخ می

فنیل مشخص است، در حضور این غلظت از تری 0در شکل 
بنزن، میزان شدت فلورسانس و تشکیل آمیلوئید بعد از 

ساعت به میزان چشمگیری کاهش یافته و هر دو  40

کینتیکی تشکیل تجمع )فاز تأخیر و فاز رشد مرحلة 
دهد که در سریع( مهار شده است. این شکل نشان می

ر طوحضور این ترکیب هم فاز تأخیر طولانی شده و هم به
معناداری فاز فیبریلاسون )فاز سریع( کاهش یافته و این 

 هر دو نشانة عمل مهاری این ترکیب است.

 فنیلحضور تری . بررسی جذب نوری کنگو رد در9.4
 بنزن  

طیف جذبی کنگو رد یکی دیگر از مارکرهای تشکیل 
های آمیلوئید است. طیف جذبی تجمعات آمیلوئیدی فیبر

 یابد و همچنینتنهایی افزایش مینسبت به کنگو رد به
دهندة حضور نشان کند که اینشیفت به راست پیدا می

های آمیلوئیدی در محیط است. پس از تشکیل فیبر
نیل فهای آمیلوئیدی در حضور یا غیاب ترکیب تریفیبر

طور دست آمد. همانها بهبنزن، طیف جذبی کنگو رد آن
دهد، طیف جذبی )شدت جذب( نشان می  9که شکل 

فیبرهای آمیلوئیدی در حضور این ترکیب در غلظت بهینه 
نهایی تمیکرومولار( نسبت به لیزوزیم و کنگو رد به 90/1)

جایی کاهش یافت و طیف جذبی نیز به سمت چپ جابه
دهندة کاهش تشکیل فیبرهای پیدا کرد که نشان

      آمیلوئیدی در حضور این مهارکننده است.

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ها( در حضور و غیاب شده در شرایط آمیلوئیدی )براساس بخش روش( لیزوزیم انکوبهThT) T.الف: طیف شدت نشر فلورسانس تیوفلاوین 1شکل 
فنیل بنزن در اثر تری IC50.ب: نمودار 1تنهایی نیز برای مقایسه آورده شده است(؛ به ThTفنیل بنزن )طیف نشر های مختلف تریغلظت

 های مختلف بر مهار تجمع آمیلوئیدی لیزوزیمغلظت

 

                                                                                                                                                                                                 
5. nucleation 
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( یا ○فنیل بنزن )در غیاب  تری = pH 6/4درجه و  61شده در دمای انکوبهگرم لیزوزیم میلی T  ،4. طیف نشر فلورسانس تیوفلاوین 4شکل 
 های مختلف( در زمان□حضور آن )
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طول موج بر حسب نانو متر
 

فنیل بنزن در شرایط تشکیل آمیلوئید. طیف میکرومولار تری 94/8( از اضافه کردن ◇( و پس )○. شکل طیف جذبی کنگو رد، پیش)9شکل 
 (.□تنهایی جهت مقایسه نیز آورده شده است)جذبی کنگو رد به

 

برداری با میکروسکوپ نیروی اتمی . عکس9.9
(AFM) 

برداری با میکروسکوپ نوری یا نیروی اتمی یکی دیگر عکس

های اثبات تشکیل یا  مهار فیبرهای آمیلوئیدی از روش
از فیبرهای میکرولیتر  51است. به این منظور حدود 

ا فنیل بنزن )بشدة لیزوزیم در حضور و غیاب تریتشکیل
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، در 4غلظت بهینه( مورد بررسی قرار گرفت. مطابق شکل 
فنیل بنزن، فیبرهای طویل و بدون شاخة غیاب تری

 بنزن لیفنیتراما در حضور  ؛شودآمیلوئیدی مشاهده می

ومرها یگو ال متوقف یدیلوئیآم بالغ یبرهایف لیتشک فرایند
 شود. های اولیه مشاهده میو هسته

  

 
درجه  61ساعت انکوباسیون در دمای  20بعد از  = pH 6/4لیتر در بافر گلایسین با میلی 4. تصویر میکروسکوپ نیروی اتمی 2شکل 

 فنیل بنزنگراد در غیاب )تصویر سمت چپ( و حضور )تصویر سمت راست( تریسانتی

. کاهش سمیت فیبرهای آمیلوئیدی در حضور 9.2
   فنیل بنزنتری

یافتة لیزوزیم در حضور و غیاب هر دو تجمعات تشکیل
دور سانتریفیوژ شد و بعد  59111فنیل بنزن ابتدا در تری

از دور ریختن محلول رویی به قسمت رسوب به همان حجم 
 تکش محیط به و سپسمحیط فیزیولوژیک اضافه گردید 

 میکرومولار اضافه 0 نهایی در غلظت MCF7  هایسلول
 با هاعملکرد سلول تخریب برای معاتجت این توانایی .شد

براساس توضیحاتی که در بخش مواد  MTT  یاحیا ارزیابی
 4 در شکل طور کههمانگرفت؛  انجامها داده شده، و روش
 د.شومی ملاحظه

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

فنیل بنزن. زیستایی غیاب یا حضور تریمیکرومولار فیبرهای آمیلوئیدی حاصل از لیزوزیم در  4های تیمارشده با . زیستایی سلول6شکل 
های حاصل میانگین دو بار آزمایش مستقل و هر بار، هر اند، جهت کنترل آورده شده است. دادههایی که با آمیلوئید لیزوزیم تیمار نشدهسلول

 (.˂p *86/8آزمایش چهار بار تکرار شده است )

 نوع هیچ در مجاورت شاهد )که هایبا سلول در مقایسه MTT یرا در احیا داریامعن کاهش یزوزیمفیبرهای آمیلوئیدی ل
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درصد  1/65)به میزان  دهدیم اند( نشانقرار نگرفته تجمعی
حضور فنیل بنزن )با غلظت در  شدهتشکیل تجمعات کاهش( و

است؛  MTT یاحیا کاهشدرصد  50بهینه( نشانگر حدود 

ابراین، این ترکیب سمیت ناشی از فیبرهای آمیلوئیدی را بن
ها دهد و باعث جلوگیری از تخریب عملکرد سلولکاهش می
 .شودهای آمیلوئیدی میتوسط فیبر

 

 شدههای بالغ ازپیش تشکیلفنیل بنزن بر فیبرمیکرومولار تری 94/8. اثر 5شکل 

فنیل فنیل بنزن، و ستون سمت راست آمیلوئید لیزوزیم بعد از افزودن تریساعت در غیاب تری 20ستون سمت چپ آمیلوئید لیزوزیم بعد از  
 .دهدشده را نشان میهای ازقبل تشکیلبنزن به فیبر

 
 های مسیر تشکیل فیبرهای آمیلوئیدی قادرند درمهارکننده

مراحل مختلف تشکیل فیبر اختلال ایجاد کنند و مانع تشکیل 
اینکه آیا فنیل  بررسی منظوراین آمیلوئیدهای بالغ شوند. به

گذارد یا خیر، این آمیلوئیدی هم اثر می بالغ فیبرهای بر بنزن
بعد از تشکیل فیبر  میکرومولار 90/1ترکیب  با غلظت نهایی 

آمیلوئید در  تولید شرایط در پروتئین این انکوباسیون)بالغ 
واکنش، به  شروع از ساعت 40از  یعنی بعد (غیاب فنیل بنزن

 04فنیل بنزن،  کردن اضافه از پس شد. اضافه محیط واکنش

 طورادامه یابد. همان واکنش تا شد داده اجازه نیز دیگر ساعت

باعث کاهش  این ترکیب کردن دهد، اضافهنشان می 6شکل  که
تبع آن کاهش فیبر آمیلوئیدی فلورسانس و بهدرصدی شدت 16

یل تنها ترکیب فوق از ابتدا مانع تشکگردید که بیانگر آن است نه
شود و مسیر تولید فیبر آمیلوئیدی را های اولیة تجمع میهسته

کند، بلکه به تخریب فیبرهای بالغ ازپیش متوقف می
 پردازد. شده نیز میتشکیل

 گیری. بحث و نتیجه4
های آروماتیک برای مهار اتصالات ها، مولکولبراساس پژوهش

ها [ بعضی از این مولکول01پروتئینی بسیار کارآمد است. ] بین
یژه طور وهای آنزیمی( بهها و مهارکننده)مثل لیگاندها، سوبسترا
ها را درمقابل شوند و آنها متصل میبه فرم طبیعی پروتئین

و بعضی  [05ند ]نکها پایدار میئینتغییرات ساختاری در پروت
طور مستقیم با مداخله در استکینگ توانند بهها میدیگر از آن

( در تشکیل فیبرهای آمیلوئیدی β-strandهای بتا )بین رشته
های آروماتیک ممکن [ بنابراین، این مولکول00تأثیر بگذارند. ]

 هایتشکیل فیبر هاهایی که منشأ آناست برای بیماری
[ به 09آمیلوئیدی است، مانند آلزایمر، دارای اثر دارویی باشد. ]

های آروماتیک همین دلیل پژوهش در زمینة یافتن مولکول
جدید که در این زمینه مؤثر باشد، از مسائل مورد علاقة محققان 

 است. 
هدف از تحقیق حاضر سنتز ترکیب فنیل بنزن و مطالعة 
نقش مهارکنندگی آن در تشکیل تجمعات لیزوزیم بود. ترکیب 

صورت وابسته به غلظت توانست شدت فلورسانس سنتزشده به
(. بهترین غلظت که 5را کاهش دهد )شکل  Tتیوفلاوین 

اب میکرومولار( انتخ 90/1بیشترین مهار را در این زمینه داشت )
، فنیل بنزن  0و کینتیک مهار تجمع مطالعه شد. مطابق شکل 

کند و از این طریق زمان رسیدن به زایی را طولانی میفاز هسته
ها و فیبرهای بالغ را غلظت لازم برای تشکیل پروتو فیبریل

کند. همچنین تجمعات ها را مهار میطولانی و تشکیل آن
شکل بوده )ب غیرسمی شدة لیزوزیم در حضور این ترکیتشکیل

[  است که 04( و این منطبق بر مطالعة لادی والا و همکاران ]1
شده در حضور این نوع از اند تجمعات تشکیلنشان داده

ها غیرسمی است. مطالعات های آروماتیکی برای سلولمولکول
 توانندکند مشتقات مختلف آن میها اثبات میدربارة ایندول

ا منشأ پروتئینی مختلف را مهار کنند. تجمعات آمیلوئیدی ب
ها، گروه ایندولی نقش اساسی در این براساس نتایج این پژوهش
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های جانبی متصل به آن دارای نقش افزاینده فرایند دارد و گروه
[ 06ـ01، 51، 0ـ1کنندة مهارکنندگی است. ]یا تضعیف

ها که دارای دو گروه ایندولی همچنین بیس ایندولیل متان
ند، قادرند بر فرایند تجمع اثر مهارکنندگی داشته باشند. هست

های کنند که مولکول[ مطالعات اخیر پیشنهاد می51]
یک های آروماتتوانند نیروهای استکینگ بین گروهآروماتیک می

پروتئین را که در مراحل اولیة تشکیل الیگومرهای آمیلوئیدی 
 های اولیه شوندنقش دارند، تخریب کنند و مانع پایداری هسته

[ 51و از تشکیل ساختارهای بالغ آمیلوئیدی جلوگیری کنند. ]
دهد فنیل بنزن های پژوهش حاضر نشان میطور خلاصه دادهبه

های آمیلوئیدی بوده و دارای نقش مهاری در تشکیل فیبر
تجمعات آمیلوئیدی سمی را به تجمعات غیرسمی تبدیل 

است  ارة این ترکیبات ممکنکند. بنابراین تحقیق بیشتر دربمی
عنوان یک روش درمانی برای ها بهبه استفادة احتمالی آن

های هایی با منشأ تشکیل رسوبات آمیلوئیدی در بافتبیماری
 بدن منجر شود.
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Abstract 

Introduction: Alzheimer's disease is of major concern all over the world 

due to a number of factors including (i) an aging population (ii) 

increasing life span and (iii) lack of effective pharmacotherapy options. 

Aromatic small molecules have been found to play a neuroprotective role 

by inhibiting and/or modifying the self-assembly of peptide or proteins 

into oligomers and fibrils, which are linked to the pathogenesis of the 

diseases. In this study, the inhibitory effects of 1, 3, 5 triphenyl benzene 

as an aromatic molecule on aggregation and neurotoxicity of hen egg 

white lysozyme (HEWL) was investigated. 

Materials and Methods: Acidic pH and high temperatures were used to 

drive the protein towards amyloid formation. Lysozyme was dissolved 

at 2 mg/mL in 50mM glycine buffer (pH 2.5), and then incubated at 57 

°C for the specified durations. The inhibitory effect of the compounds 

against hen egg white lysozyme (HEWL) fibrillation using AFM (atomic 

force microscope), ThT (thioflavin T), Congo red and MTT assay was 

investigatedes. 

Results: We found that the compounds is able to inhibit HEWL 

aggregation in a dose-dependent manner with IC50 0.1 µM. Kinetic 

study of the compound caused lag phase prolonged and stationary phase 

decreased and also cytotoxic activity of HEWL aggregates in presence 

of the compounds was diminished. 

Conclusion: These observations suggest that 1, 3, 5 triphenyl benzene is 

capable to insert directly into amyloidogenic core of early aggregates and 

inhibiting amyloid fibril formation. 
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