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  چكيده
هاي وابسته به آميلوئيد از جمله آلزايمر، هاي مشترك گروهي از بيماري تشكيل رسوبات پروتئيني آميلوئيدي از ويژگي:زمينه و هدف

 زم تخريب عملكرد سلولي توسط اين تجمعات،مكاني نوع تجمعات تشكيل شده در شرايط مختلف و. باشد و پريون ميIIاركينسون، ديابت نوع پ
شكل در بييا آميلوئيدي و منظم براي تشكيل تجمعات ) YHKB( مخمر B در مطالعه حاضر توانايي هگزوكيناز نوع . مشخص نيستهنوز كاملاً

  .ه است مورد بررسي قرار گرفتها روي سلولن و سميت اين تجمعاتشرايط گوناگو
 )1(دادن  قرارها شامل اين روش .سه روش مرسوم ايجاد آميلوئيد استفاده شد براي القاي آميلوئيد ازدر اين مطالعه تجربي  :هامواد و روش

YHKB  درpH  در)2( ، درجه ولي با هم زدن مداوم55اسيدي، دماي  pH ر حضور نمك و در دماي آزمايشگاه بدون هم زدن مداوماسيدي د 
رنگ شان براي اتصال با وسيله تواناييه در شرايط فوق ب تجمعات تشكيل يافتهنوع . بودند)TFE(  و اتانول ورئ فلو  تريدر حضور )3( و

سميت تجمعات  همچنين . ي بررسي شدوسيله ميكروسكوپ نيروي اتمهبرداري بو شكل تجمعات با عكس) شاخص آميلوئيد (Tتيوفلاوين 
  MTT و از طريق روش احياي SH-SY5Y  انساني لاستومايب نرو هاي سلولها روي وسيله اثر دادن آنهب ،ذكر شده تشكيل يافته در شرايط

 .مقايسه شد

هاي  عكس. ميزان اتصالشان متفاوت بود را داشتند ولي)T )ThT تيوفلاوين توانايي اتصال به ،تجمعات ايجاد شده در هر سه شرايط :هايافته
 .  با هم متفاوتند داد كه ساختارهاي ايجاد شده از نظر ظاهري  كاملاًنيز نشان  )TEM(  و الكتروني عبوري)AFM( سكوپ نيروي اتميوميكر

نشان داد كه  MTTروش احياي وسيله هسنجش سميت ب. دست آمدبه اين آنزيم هم براي مقايسه با تجمعات منظم  شكل و نامنظمتجمعات بي
 باعث تخريب مذكورر هر سه روش دهاي نوروبلاستوما نداشتند ولي تجمعات حاصله  سميتي براي سلولدر مقايسه با كنترل شكلتجمعات بي

  . شدندهاي متفاوت با شدتهاسلول
 لوژي تجمعاتمورفو اختلاف در بهتوان ميرا   تجمعاتمشاهده شده اختلاف در سميت هاي اين پژوهش،بر اساس يافته :گيرينتيجه
مجله دانشگاه علوم پزشكي و خدمات بهداشتي درماني سبزوار، ( .ها نسبت دادها روي سلول عمل متفاوت آنمزمكاني  ودر شرايط مختلفتوليدي 

  ).71-81صص/ 2 شماره/18 دوره
  . سميت سلولي؛MTTسنجش كاهش ؛  تجمع آميلوئيدي؛ مخمرBهگزوكيناز نوع  : كليديهايواژه
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  مقدمه
،   در آن  كه  است اي  پديده  پروتئين تجمع  
  معمولاً به خود را كه ساختار طبيعي   پروتئين هاي مولكول
   بناي  به  و تبديل  داده  از دست هستند   محلول صورت
   اين،  حالت در اين. شوند  مي  غيرطبيعي فضايي
   يكديگر اتصال  به  تدريج  به  غير طبيعي هاي مولكول

   شكل  را عموماً بر اساس  پروتئيني تجمعات .يابند مي
 )آميلوئيد(  منظم  تجمعات  دو گروه  به ها آنميكروسكوپي

   امروزه).1-3(نمايند   مي بندي  دسته)شكل بي( نامنظم و يا
   مورد توجه  گوناگون  دلايل ها به  پروتئين  تجمع همطالع

  هاي  از فرآورده تعداد زيادي.   است فته قرار گر محققين
اين داروها  د،نشو  مي  بازار عرضه  دارو به عنوان به پروتئيني

   فيزيكي  مستعد تخريب  خيليبه دليل فقدان پايداري كافي
-ها ميبوده و باعث تجمع و غيرفعال شدن آن  و شيميايي

  .)4-6( دنشو
و بسيار   ، توليد مصنوعي  بيوتكنولوژي هدر حوز  

 باعث ايجاد اجسام   باكتريايي هايها در ميزبان زياد پروتئين
  سازي  و محلول بازكردن شوند كهمي  انكلوزيوني نامحلول

  امكان.  )8,7( گرددها مي منجر به تجمع آن اين اجسام
   آوري  فن ها در حوزة  پروتئين  منظم  از تجمعات استفاده

، بهبود   بافت ر مهندسي دهاآن كاربرد   بحث ونانو
   اين  داغ ها از مسائل  بيوتيك  دارو و آنتي  انتقال هاي سيستم
   تجمع  مطالعات،  پزشكيزمينهدر .  )10,9(   است حوزه

   كه  است گوناگونيهاي  با بيماري هطراب  عمدتاً در پروتئين
   تجمعات  به تبديل هاي غلط تا خوردهپروتئيندر آن 

 )آميلوئيد(   و غير محلول  منظم  فيبريلار خيلي يا شكل بي
   تحليل هاي بيماري، ها از جمله اين بيماري.گردندمي

، )نسون، هانتينگتونآلزايمر، پاركي(  عصبي  سيستم برنده
  با توجه). 11( توان نام برد كاتاراكت را مي و2ديابت نوع 

  مختلف  هاي ها در حوزه  پروتئين  تجمع  و نقش  اهميت به
   و صنايع ، نانوتكنولوژي ، بيوتكنولوژي ، داروسازي پزشكي
 برخوردار   زيادي  از اهميت  پديده  اين ه مطالع دارويي
، )آميلوئيد( تجمعات پروتئيني منظم  هاي از ويژگي.  است

) شاخص( ماركر   دو رنگ ها به  آن  اتصال توانايي
در  ؛است) Congo red (وو قرمز كنگ )T)ThT   تيوفلاوين
in vitro ميكروسكوپ وسيله  به  آميلوئيدي هاي فيبريل   
 اتمي   نيروي يا ميكروسكوپ) TEM(   عبوري الكتروني

)AFM (ها نشان  تكنيك  اين  كمك به.  هستند   مشاهده قابل 
دار   و غيرشاخه ، مستقيم  طويل هاداده شده است كه آن
 هر  كه ستنده  لامنت پروتوفي2-6  هستند و معمولاً شامل

  ).12(  قطر دارندnm 5-2  كدام
گونه  هيچكه انديي يافت شدهها پروتئينامروزه   

   ايجاد تجمعات قادر به  اماندرها نداارتباطي با بيماري
 غير  هاي  پروتئين با تبديل .هستند  in vitro در آميلوئيدي

   كه  عقيده  اين ، آميلوئيدي  فيبرهاي  به  بيماري  به وابسته
 ساختارها را   اين  به  شدن  تبديل ها قابليت  پروتئين تمام
 اين  ازكدامدر هر . )14,13( ، را تقويت نموده استدارند

  ، فقدان پايين pH   از جمله  محيطي ها تغيير شرايط پروتئين
ها يا   نمك  ملايم هاي  بالا، غلظت ، دماي  ويژه ليگاندهاي

 )TFE(  ورو اتانولئ فلو تري   مثل يهاي  حلال حضور كمك
   مطالعات. بودند  آميلوئيدي  ايجاد ساختارهاي  براي عاملي
   خيلي  سميت  كه هايي اخيراً در مورد نمونه  كه اي گسترده
   پيش هاي  نمونه  داد كه  نشان، دارند  سلول  براي زيادي
  بيشتري   سمي  اثرات  بالغ  فيبرهاي  به  نسبتنابالغ فيبري
  ه زنجير لار محتويي فيبر  پيش  تجمعات).16,15(د ندار
 از   بزرگي هاي  هستند و بخش  تاخورده  پپتيد غلط پلي
   در بطن  طبيعي  در حالت  كه اي  اسيد آمينه هاي گروه

احتمال   بنابراين.گيرند  قرار مي  در معرضهستند  پروتئين
   قرار گرفته  در معرضيها  بخش  از اين  بعضيكهاين
 ، را تقليد نمايند  طبيعي هاي  از پروتئين  بعضي  سطح، شده

طور   احتمالاً قادرند به  تجمعاتي چنين. وجود دارد
  هاي  پروتئينهايگيرنده يا  اتصال هاي  با محل نامناسبي
ها را   پروتئين  نمايند و اثر اين  حاصل  ديگر اتصال طبيعي

 در مطالعه . تقليد نمايند  نشده ترل و كن  غيرطبيعي صورتبه
كه ) YHKB( مخمر B آنزيم هگزوكيناز نوع ،حاضر
هايي مثل آلزايمر و پاركينسون تغيير در بيماري شفعاليت



 رامشيني
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 براي مطالعه انتخاب شد و هدف از اين ،)17(كند مي
پروژه القاي تجمعات آميلوئيدي در اين پروتئين در 

تجمعات روي اين سميت و مقايسه شرايط مختلف 
   . هاي نوروبلاستوماي انساني بودسلول

  
  هامواد و روش

 كه در يك باشدمي ين مطالعه از نوع تجربيا  
در شرايط مختلف القاي ) YHKB( پروتئين مشخص

شود و نوع تجمع از طريق ميزان اتصال آن به تجمع مي
-ههاي شاخص آميلوئيد و همچنين مورفولوژي آن برنگ

 هر .گرددپ الكتروني بررسي ميوسيله ميكروسكو
صورت هبنتيجه و شده آزمايش بيش از سه بار تكرار 

در اين شده مواد استفاده . شودميانگين گزارش مي
ورو ئ فلو تري -2 و 2 و 2  الكل پژوهش عبارت بودند از

 ،)TFA( اسيد  استيكو فلوئور تري و) TFE ( اتانول
   در اين  شده ده استفا  و بافرهاي؛)T) ThT  تيوفلاوين
  خريداري )ST.Louis MO ( سيگما  از شركتپژوهش

نيز از  ) H  6380با كد ( مخمر B  هگزوكيناز نوع. شد
   با ميزان  آنزيم  اين  شد و چون  سيگما خريداري شركت
 در ، بود  جامد در آمده صورت به  آمونيوم  سولفات زيادي

درجه  4ْ  ر دماي د  ساعت24   مدت  و به  حل بافر مناسب
  .دياليز شدگراد سانتي
وسيله ه ب  پروتئين  غلظت سنجش : پروتئين  غلظت تعيين

 ساخت  يوواريانب -100   كريمتر مدلدستگاه اسپكتروفتو
   حاوي  نانومتر محلول280   جذب بر اساسكشور آمريكا 

 ميزان. شد  مي  انجام)بلانك( شاهد با   در مقايسه پروتئين
براي يك  47/9مخمر B   هگزوكيناز نوع ندارد استاجذب

متري در نظر سي بافر در مسير يك سانتي سي100گرم در 
  .)18( گرفته شد
   پروتئيني  تجمعات  تشكيل  پيگيري  براي:سنجي كدورت
با  YHKB.  شد  استفاده سنجي  كدورت از روشنامنظم 
  ميلي مولار50گرم در بافر فسفات  ميلي1/0غلظت 

7pH=  30مدت دماهاي مختلف بهتهيه و كدورت آن در 

 350  موج  در طولآن    ظاهري  جذب با تعقيبدقيقه 
   شده  كار گرفته ابزار به .شدگيري ميزه اندانانومتر

 ابزار،  در اين.  بود يوواريانب -100   كري اسپكتروفوتومتري
   شد كه اده استف اي  كننده  دما از كنترل  داشتن  نگه  ثابت براي

 در . دارد  نگه  ثابت درجه  1/0  ه دما را در محدود قادر است
تئيني ايجاد تجمع  نمونه پرو،اثر حرارت دادن به محلول

 و طول موج تابيده شودمي محيط آن كدر نامنظم كرده،
 دستگاه با مقايسه طول .كندشده به محلول را پراكنده مي

ميزان ) بلانك(د موج خروجي از اين محيط كدر با شاه
       .)19( دهدتجمع پروتئين را نشان مي

  گيري  اندازه  براي:  كشسان  نور پويا  يا نيمه پراكنش
   و توزيع  پروتئين  ذرات  متوسط  هيدروديناميك شعاع
 . شد  نور پويا استفاده  پراكنش  از روش  ذرات هانداز
   دستگاه از   و با استفادهc 25˚ماي ها در د گيري اندازه

zeta sizer Sدما  ه كنند  كنترل  يك  به  كه  مالورن   شركت 
 اين دستگاه قادر است از .  گرفت  انجام، بود تجهيز شده

 شعاع ،بيده شده به نمونهأروي ميزان پراكنش طول موج ت
پس از كاليبره كردن  . را محاسبه نمايدآنك يهيدرودينام

يافته در شرايط اي تجمعهليتر از پروتئين يك ميلي،دستگاه
گرم در سل دستگاه قرار  ميلي1/0مختلف با غلظت 

 هر  ، متوسط  هيدروديناميك  شعاع گيري  اندازه براي .گرفت
   ميانگين  صورت به  نهايي  بار تكرار شد و نتيجه5  آزمايش
   .)20( گرديد  گزارش

 از   با استفاده  فلوئورسانس  آزمايشات:  ذاتي فلورسانس
    انجام  واريان  اكليپس  كري ابزار اسپكتروفلوئورومتري

طول موج  نشر آن   نانومتر و280موج تحريكي  طول .شد
  ثابت براي. اسكن شد  نانومتر450 تا 285در محدوده 

 قادر بود   شد كه  استفاده  كري ه كنند  دما از كنترل داشتننگه
  گيري  اندازه رايب.  دارد  نگه درجه  1/0  هدما را در محدود
  گرم ميلي 05/0    از غلظت  پروتئين  ذاتي نشر فلوئورسانس

    .)21(  شد  استفاده مخمرB   ليتر هگزوكيناز نوع در ميلي
 در  آميلوئيدي  تجمعالقاء   مطالعات:ThT سنجش  مطالعات

  غلظت  يكروش  در .سه روش متفاوت انجام گرفت
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 50  در بافر گلايسينرليت ي بر ميل گرم  ميلي5/1  پروتئين
با  NaCl  اين محلول با؛بودتهيه شده  pH=5/2مولار،   ميلي

 50 ساعت در دماي 24مولار به مدت  ميلي100غلظت 
 1/0   پروتئين  غلظت،دو روش در .درجه انكوبه گرديد

و در حضور  TFA، 7/1=pHليتر در   بر ميلي گرم ميلي
NaCl 360در . ايشگاه انكوبه شد در دماي آزم مولار ميلي
 ر درليت  بر ميلي گرم  ميلي5/1   پروتئين غلظت سه،  روش
  TFEدر حضور  ،pH =5/5مولار،   ميلي50  استات بافر

)v/v( 30براي.در دماي آزمايشگاه انكوبه شد  درصد   
از    آميلوئيدي اي فيبره  تشكيل  يا عدم  تشكيل ارزيابي
   از سرنگ  با استفاده  كهTلاوين  تيوف  شده  تهيه  تازه محلول

 60،  مشخص  هاي  در زمان. گرديد  استفاده، بود فيلتر شده
   محتوي  ميكروليتر از محلول440 با  ميكروليتر از هر نمونه

،   سديم مولار بافر فسفات ميليThT ،25 ميكرو مولار 25
6=pH مخلوط  آميلوئيدي  فيبرهاي  تشكيل  ارزيابي براي   

   واريان  اكليپس كري به سل دستگاه فلورسانس  وشد
 نانومتر و پهناي 440طول موج برانگيختگي . منتقل گرديد

.  نانومتر بود10 و 5ترتيب اسليت برانگيختگي و نشر به
عنوان تشكيل احتمالي  بهTافزايش شدت نشر تيوفلاوين 

   .)22 (شدتفسير ميبرهاي آميلوئيدي في
مقدار  :  انتقالي  الكتروني وپ ميكروسك تصويربرداري

 كه شامل تجمعات  پروتئيني  ميكرو ليتر از نمونه10-5
 از   پوشيده  گريدهاي  و بر روي  شده  برداشته ،نامنظم بود

 دو بار  ، گريدها با آب  دقيقهدو از  پس.  شد  قرار داده كربن
 دو   استات  با اورانيل آميزي  رنگ  و سپس  شده تقطير شسته

 ديگر، آناليز   دقيقه2-5گذشت  از   پس؛ شد صد انجامدر
   انجام  انتقالي  الكتروني  از ميكروسكوپ  با استفاده نمونه
  . بود30000-75000   شده  استفاده نمايي بزرگ. شد

 در ):AFM ( اتمي  نيروي  ميكروسكوپ تصويربرداري
  گرم  ميلي1/0   با غلظت  پروتئيني  ابتدا محلول،  تكنيك اين

و در حضور  pH= 5/5،  ليتر در بافر استاتبر ميلي
)v/v(30درصد  TFE ليتر  بر ميلي گرم ميلي1/0 يا

 NaClو  pH=7/1مولار،  ميليTFA 20  ،هگزوكيناز مخمر
  پس از يك ساعت از شروع واكنش و  مولار تهيه ميلي360

   بار با آبپنج و حدود   برداشته ها از آن  مقداري تجمع 
  هاي  ميكروليتر از نمونه20 حدود . شد دوبار تقطير رقيق

 . شد  و در خلاء خشك  ميكا قرار داده  روي  شده رقيق
 Digital( ي با ميكروسكوپTM-AFMتصاوير 

Instruments–Veeco, Santa Barbara, CA( يك  به كه   
  و يك) µm 100    سايز اسكن ماكزيمم ( كننده  اسكن بخش
.  آمد دست به،مجهز بود Nanoscope IIIa   ندهكنكنترل

 كيلو هرتز  و 341 و 342   بين  شده  استفاده فركانس
  .  هرتز بود1 تا 6/0   نيز بين  اسكن سرعت
 -5 ,4)-3]  آزمايشبا   تجمعات  سميت بررسي

dimethyltiazol-2-yl-2, 5-diphenyltetrazolium] MTT:  
-SH   انساني لاستومايبو نر هاي  سلول  آزمايش در اين 

SY5Y )Manassas,VA و A.T.C.C(كشت  در محيط   
 Co2 )5ها در شرايط  سلول.  شد  داده  كشت اختصاصي
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 ها  نمونه ههم.  شدند  رشد دادهCº 37  و در دماي)درصد
 و   سانتريفوژ شده  مشخص  زماني  در فواصليافتهتجمع
  ه وسيل  به وبي رس  بخش ، رويي  محلول  از دور ريختن پس

   براي  كه باقيمانده TFAو  TFE   حذف  براي  نيتروژن هواي

ها در  آن ه هم سپس.  شدند  خشك، هستند  سمي هاي سلول
 شدند و  باشد حل  رد مي  فاقد فنول كه DMEM  محلول

   در غلظتSH-SY5Y ها  سلول  كشت  محيط  به بلافاصله
  سميت.  شدند اضافه   ساعت24   مدت  و بهMµ 2  نهايي
 well چاهكي 96   ظرف  در يك  سلول ها براي نمونه

)plates-96 (وسيله به  MTT شد سنجش  )23.(   
  

  هايافته
 يكي از : بالا در دماي YHKBغير منظم در    تجمع القاي
ها در  قرارگيري پروتئين،مظهاي القاي تجمع نامنروش

فسفات   در بافر يسنج  كدورت مطالعات. دماهاي بالاست
  و نشان  گرفت  انجام وتيا متف  در دماهاي ميلي مولار50
سنجي اين كدورت   مطالعه  دما براي  بهترين  شد كه دهاد

 روند اين شكل ). الف-1نمودار (  استc 55˚ ي دماآنزيم
   از يك  پس دهد كه  مي  را نشان  تجمع  واكنش  يك معمول
   پروتئين  محلول  كدورت  در آن كه   بسيار كوتاه خيريأفاز ت

يابد و در   مي  افزايش  نحو سريع  به ، كدورت ناچيز است
   نشري  طيف همطالع. رسد خود مي  بيشترين ميزان  به نهايت
 در بافر c55˚ماي  مخمر در دB   هگزوكيناز نوع ذاتي

نشر با    شدت  بيشينه  موج طولهم  داد كه    نشان فسفات
   نشر كاهش  بيشينه  شدت و هم  قرمز تغيير كرده  بهانتقال
. )ب -1نمودار ( يابد  مي  نيز افزايش  پيك يابد و پهناي مي

 در   كه  گرفت  نتيجه توان ، مي  يافته  اين با در نظر گرفتن
 و   آروماتيك  كه  فلوئوفور پروتئين هاي ، گروهc 55˚ دماي
   منتقل  پروتئين ح سط  به  گريز هستند، تا حدود زيادي آب
 بالا احتمالاً   در دماي  پروتئين ، سطح اند و در نتيجه شده

 به همين ؛  است  اتاق دمايدر   تر از پروتئين  هيدورفوب
ها نسبت به هم چسبندگي دليل در اين شرايط پروتئين

  .گرددها ميداشته و باعث تجمع آن
لقاي ا :در شرايط متفاوت YHKB تجمع آميلوئيدي ءالقا

اسيدي، دماي بالا و همراه با  pHتجمع آميلوئيدي در 
 القاء   براي  كه است هايي  از روش يكي ؛همزدن مداوم

   قرار دادن.شود  مي ها استفاده  آميلوئيد در پروتئين تجمع
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از ) 2(و پس ) 1(طيف نشر فلوئورسانس تيوفلاوين، پيش :2نمودار 
 ميلي گرم بر ميلي ليتر انكوبه شده در YHKB 5/1افه كردن اض

 درجه سانتي گراد همراه با هم 50 و در دماي NaClحضور مولار 
از اضافه نمودن ) 2(و پس از ) 1(پيش). الف( ساعت 24زدن به مدت 

 در Ph=7/1 ميلي مولار، TFA 20 انكوبه شده در محلول پروتئيني
و پس ) 1(پيش ). ب( دقيقه 60 مدت  ميلي مولار بهNaCl 360حضور 

 50اضافه نمودن محلول پروتئيني انكوبه شده در بافر استات ) 2(از 
 60، بعد از مدت )TFE%30) V/V در حضور pH=5/5ميلي مولار و 

    )  ج(دقيقه 
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 ناپايدار   بالا براي  و دمايياسيد pH در   پروتئين محلول
حلول پروتئيني  و همچنين هم زدن مداوم م پروتئين كردن
   تشكيل  احتمال  بررسي  براي  روش از اين). 24(  است

.  شد   هگزوكيناز استفاده  در آنزيم  آميلوئيدي ساختارهاي
مطابق  YHKB   ميكروليتر محلول500  ،زمايشآ  در اين
 با   ساعت24 از   پس . توليد آميلوئيد تهيه گرديداول روش
   تجمعات تشكيلل احتما زير  هاي  از روش استفاده

  .   قرار گرفت مورد بررسي)   آميلوئيدي يا شبه ( آميلوئيدي
  شكل :)T )ThT   تيوفلاوين يسنشر فلوئورسانبررسي 

 T   ميكرو مولار تيوفلاوين65   نشر محلول طيف  الف-2
   يا انكوبه طبيعي   پروتئين  كردن  از اضافه  و پس را پيش

. دهد  مي  نشان  ساعت24   مدت  به  فوق  در شرايط شده
   نانومتر، تيوفلاوين440   موج  در طول  از برانگيختگي پس

T كردن اضافه. دهد  مي  را نشان  نشر ضعيفيبه تنهايي   

   در شرايط متفاوتYHKBمقايسه شعاع هيدروديناميكي تجمعات .1جدول

  نحوه تجمع
   درجه،55دماي 
7 pH=  

 )تجمعات نامنظم دمايي(

   درجه،50دماي 
5/2 pH= 

  )1وش ر(هم زدن مداوم 

  =pH 7/1 درجه،   25دماي 
  )2روش (در حضور نمك 

 در =5/5pH   درجه،25دماي 
  )TFE ،30) %V/Vحضور 

  )3روش (
شعاع هيدروديناميكي 

  nm(   5/1± 135  02/2± 240  5/50±5950  9/40±4490( تجمعات 

  

  
 درجه در 55 انكوبه شده در دماي YHKB.   است50000، بزرگنمايي تصوير 1ابق روش  انكوبه شده  مطYHKB نمونه (TEM)تصوير ميكروسكوپ الكتروني انتقالي ) لف: 1شكل

7=pH (، تصويرميكروسكوپ نيروي اتمي)ب (25000 دقيقه، بزرگنمايي تصوير 30 به مدتAFM ( تجمعاتYHKB2دست آمده مطابق روش  به) تصوير ميكروسكوپ نيروي ). ج
   ).د (3ق روش دست آمده مطاب بهYHKBتجمعات ) AFM(اتمي 

 جد
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 يا   در شدترا  اي  ملاحظه  تغيير قابل طبيعي نيز  پروتئين
  شود، ولي  نمي  موجبT   تيوفلاوين  نشري  طيف الگوي
 ) اولتهيه شده با روش(   پروتئين  كردن فه از اضا پس

  .دشو  مي  نشر مشاهده  شدت افزايش
 الف-3شكل :  عبوري  الكتروني تصوير ميكروسكوپ

 YHKB   نمونه  عبوري  الكتروني صوير ميكروسكوپت
 )اولتهيه شده با روش  (  ساعت24   مدت  به  شده انكوبه

تجمعات .   است000/50  بزرگنمايي. دهد  مي را نشان
 با  مانند تجمعات آميلوئيديتشكيل شده در اين شرايط

 -2نمودار( ابدياتصال مي )ThT(رنگ ماركر آميلوئيد 
  ولي ساختار ايجاد شده با ساختارهاي آميلوئيدي)الف

   كاملاً واضح  كه  چيزي ،با اين حال .حقيقي تفاوت دارد
  كيل تش  شرايط  در اين  كه  ساختاري اين است كه است
   آميلوئيدي  ساختارهاي  به  شباهتي  كه  اين رغم علي شده
- بي  تجمعات  در شرايط  شده  تشكيل  با ساختارهاي،ندارد

   همچنين.)ب-1شكل (  است  كاملاً متفاوتنيز  شكل
   شاخص  رنگ  به  اتصال هرگز قادر بهشكل بي  تجمعات
  . نبودند ThT يعني ديآميلوئي

 در ، اسيدي pH   در شرايط  آميلوئيدي القاء تجمعات
بر  :)2روش  (ها و در دماي آزمايشگاهحضور نمك

  اضافهاساس مطالعاتي كه در گذشته انجام شده است 
   اسيدي  در شرايط  كه هايي پروتئين ها به نمك  دنكر

گردد ها ميآن   تجمع  سرعت باعث تسريع،اند  شده دناتوره
  آيا حالت  كه  اين  دادن  نشان اي رو بر  از اين.)26,25(

 ، يا خير  است  آميلوئيدوژنيكYHKB اسيدي دناتوراسيون
 توليد آميلوئيد تهيه مطابق روش دوم   پروتئيني  نمونه

   به اتصال.  شد  بررسيآن ThT   رنگ  به اتصالو گرديد 
ThT در   آميلوئيدي  فيبرهاي  تشكيلشاخص  عنوانبه in 

vitro فلورسانس  نشري  طيف).22( گردد ي م محسوب   
ThT كردن بعد از اضافه   YHKB ) تهيه شده مطابق روش
 ThT   با طيف را در مقايسهاي  قابل ملاحظه افزايش )دوم
داد   مي  نشان  طبيعي در حضور پروتئين ThT يا   تنهايي به
اين  نور پويا   پراكنش تكنيك به كمك  ).ب-2نمودار(

   ظاهري  هيدروديناميكيشعاع ت كهامكان وجود داش
   فوق  در شرايط  پروتئيني  يا اوليگومرهاي پروتئين
   ظاهري قطر هيدروديناميكي. )20(شود   گيري اندازه

YHKB نانومتر 9/7 ±6/0   نمك  نمودن  از اضافه قبل 
   انكوباسيون  قطر در خلال  اين  افزايش. شد محاسبه
  داري پيدا كرداوق افزايش معن تهيه شده با روش ف پروتئين

يك  بعد از   ظاهري ديناميكيو قطر هيدر هانداز. )1جدول (
 دادي م  را نشان  بزرگ  حضور تجمعات  انكوباسيونساعت

ييد أرا ت ThT  هوسيل به  شده  مشاهده  طيفي و تغييرات
   مشاهده  تغييرات  اين كند كه ييد ميأ ت و همچنيننمايد مي
   در اين  كه  است  مونومري هاي  گونه از تجمع   ناشي شده

   شكل.اند  گرديده  دچار تغيير كنفورماسيون شرايط
  ه وسيل به اين روش درايجاد شده  YHKB  هاي نمونه

-3 كه شكلهمچنان.  آناليز شد  اتمي  نيروي ميكروسكوپ
در   يافته  تشكيل  تجمعات  ظاهري شكل .دهدنشان مي ج

گذشت  بعد از .دهدظم خاصي را نشان نمين اين شرايط 
  هاي  با ارتفاع  كوچكي ساختارهاي ،انكوباسيون   ساعتيك
 و   قرار گرفته  كنار هم  متنوعي صورت نانومتر به5 و 3  بين

آيد وجود ميهب نانومتر 50 تا 10   بين  با ارتفاع ساختارهايي
 با  شكل مشخصي ندارند ولي مشخصاً،كه در هر صورت

   .حالت قبلي متفاوت است
   كمك  ملايم هاي  در غلظت  آميلوئيدي القاء تجمعات
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وسيله آزمايش احيايي زيستايي سلول به. YHKB سميت حاصل از تجمعات :3نمودار
MTTهاي  در سلولSH-SY5Y ميكرو مولار 2 كه در معرض YHKB طبيعي و 

 .تجمع يافته در شرايط متفاوت، نشان داده شده است
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نظور مبه :)سهروش  (  نسبتاً خنثي  pHو  TFE  حلال
  ، اينYHKB در   آميلوئيدي  ايجاد تجمع  احتمال بررسي
   زماني  در فاصله و شد  انكوبهسهمطابق روش   پروتئين
   شرايط مشابه ThT   به  اتصال  ارزيابي  براي مشخص
  شدت درنتايج نشان داد كه .  شد  برداشته ،اسيدي

   انكوباسيون دقيقه60  بعد از گذشت ThT  فلورسانس
  نتايج). ج-2نمودار( دوشمي   مشاهدهيدارا معن افزايش
در اين حالت  )DLS(  پراكنش نور پويا  از تكنيك حاصل

 تيك ساع را بعد از   بزرگ وجود تجمعاتنيز 
   تشكيل، در مجموع. )1جدول ( ييد نمودأ ت انكوباسيون

 با  ه در مقايس روش   در اين  بزرگ ر تجمعاتت سريع
 ولي ه شد داد  نشاندو،روش  در   شده  انجام آزمايشات

). 1جدول  (تر بود بزرگدوسايز تجمع در روش 
 TFEدر حضور  YHKB  هوسيل به  يافته  تشكيل تجمعات
را  عمول م آميلوئيدي فيبرهايبه    نسبت  متفاوتي اشكال
   برايسهدر روش    شده انكوبه  YHKB. دهند  مي نشان

بعد .  آناليز شدAFM وسيله  ها به  آن  مورفولوژي مشاهده
 با  هايي  فيبريل  شامل  تجمعات ، انكوباسيون  ساعت از يك

-1شكل(باشد  مي نانومتر 0/7±2/0   با ارتفاع اي ظاهر لوله
 و در   داشته نظم نام ها پهناي  لوله ، اين  حال با اين). د

اند و  ده ش  مجزا منشعب ه دو لول  به اط از نق تعدادي
   آميلوئيدي هاي  در  فيبريل  كه  منظمي  پيچش چنين هم

  .شود  نمي  جا مشاهده  اين، درمعمولاً وجود دارد
در هر سه  YHKB هوسيل به  شده  تشكيل تجمعات  
 ولي گردند  مي ها عملكرد سلول  تخريب باعثروش 

.ثيري ندارندأها تتجمعات نامنظم روي عملكرد سلول
   يكبه تجمعات تشكيل شده در هر سه روش  
   داده انتقال)  رد  فنول بدون  DMEM (  فيزيولوژيك محلول

   نروبلاستوماي هاي  سلول  كشت  محيط  به شدند و سپس
 ميكرومولار 2   نهايي در غلظت) SH - SY5Y(  انساني
   تخريب  براي معاتج ت  اين  شدند  و توانايي اضافه

  . شد انجام MTT  احياء  ها با ارزيابي عملكرد سلول
  را در احياء ايقابل ملاحظه   كاهش  طبيعي گونه  

MTT هيچ  در مجاورت كه( شاهد  هاي  با سلول در مقايسه   
. )3نمودار  (دهد  نمي نشان) اند ار نگرفته قر  تجمعي نوع
 باعث سه و دوروش  در   شده  تشكيل ، تجمعات عكسبر

  از طرف. شودميها   نمونه هدر هم MTT در احياء  كاهش
   حرارتي  از تجمع  حاصل شكل  بي  تجمعات  توانايي،ديگر

YHKB در دماي كه  ˚c 55شده  تشكيل  دقيقه30  مدت به   
  هاي  سلول ها روي  آن  سميت  ارزيابي  براي نيز،بود
   شد و مشخص  اثر دادهSH - SY5Y  لاستومايبنورو

   سميتي  طبيعي هاي  مانند گونه  تجمعات  اين گرديد كه
  .ها ندارند  سلول  اين براي

  
  بحث

  هاي  پروتئين دهد كه  مي  نشان  مختلف مطالعات  
   تمايل،اند  شده سرشته وا طور جزئي به  كه  در حالتي كروي
   مثل يها در شرايط معمولاً پروتئين.  دارند  تجمع  به زيادي
  هاي  و يا در حضور غلظت پايين pH فشار زياد، ، بالا دماي

   واسرشته  جزئي  صورت  به ليآ  هاي  از حلال ملايمي
   پروتئين  ناپايدارسازي  باعث  شرايط  اين تمام. شوند مي
  مز مكاني  ساختار پروتئين  ناپايدار شدن ،ابراينبن. گردد مي
در  .شود ها مي  پروتئين  تجمع  باعث  كه  است اي اوليه

 ؛وجود دارد  اي  گسترده  كنفورماسيوني  تنوع تجمعات
   فيبرهاي  يعني  تجمع نهايي  ايجاد محصول ،بنابراين

 داراي ،دنيآ وجود مي  به  تجمع  در پروسة  كه آميلوئيدي
 ).11( است   گسترده  و مورفولوژيكي  ساختاري تنوع

  تجمعات آميلوئيدي غير بالغ كهدهدمطالعات نشان مي
هاي غير وابسته به حاصل از پروتئين) پيش فيبريلي(

ها اثرات سمي مشابه با آميلوئيدهاي غير بالغ بيماري
اين مطالعات ). 27( زا دارندهاي بيماريمربوط به پروتئين

ها به عات پروتئيني روي سلولمداد كه اثر سمي تجنشان 
بستگي ندارد بلكه به نوع  هااي پروتئينترادف اسيد آمينه

و ) هاّشكل، بالغ و غير بالغ بودن آنمنظم، بي(تجمعات 
 يك ،بنابراين). 27( ها داردشرايط منتج به تجمع آن

پروتئين واحد قادر است گونه هاي تجمع يافته متفاوت با 
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م ز مكاني،بر همين اساس. ميت سلولي متنوع ايجاد نمايدس
عمل تجمعات گوناگون يك پروتئين كه در شرايط 

  . متفاوت حاصل شده است نيز متفاوت خواهد بود
براي اثبات اين فرضيه در چهار حاضر، در مطالعه   

سه روش براي ايجاد آميلوئيد و  ( متفاوتشرايط كاملاً
هگزوكيناز  در آنزيم )امنظميك روش براي ايجاد تجمع ن

 القاي تجمع نموده و پارامترهاي مختلفي از Bمخمر نوع 
، سايز تجمع حاصل و سميت ThTجمله اتصال به رنگ 

-در اين مطالعه براي اندازه. ها را با هم مقايسه نموديمآن

گيري اندازه شعاع هيدروديناميك تجمعات از يكي از 
   نور پويا يا نيمه اكنشپرهاي متداول يعني بهترين تكنيك

مشخص شد كه سايز تجمعات در .  استفاده گرديدكشسان
 ،از طرفي). 1جدول (  متنوع است شرايط مختلف كاملاً

را نداشتند  ThTشكل قابليت اتصال به رنگ تجمعات بي
هستند  ThTها قادر به اتصال به  در ساير شرايط آنو
آميلوئيد  القاي يكر روش اما شدت اتصال د) 2شكل (

اشكال تجمعات . ر استت ديگر بيشنسبت به دو روش
حاصله از شرايط گوناگون به وضوح تفاوت ساختاري 

، تجمعات نامنظم دمايي. دهداين تجمعات را نشان مي
 غير  و كاملاً بودهيافته فاقد شكل مشخصهاي تجمعتوده

 يكدر روش . )3شكل  (اندسازمان يافته گسترش يافته
-نيز تجمعات منظم كلاسيك مشاهده نميوئيد ايجاد آميل

-تر به منظم)تجمع نامنظم( شود ولي نسبت به حالت قبل

  . ) الف3( آيندنظر مي
 ، انكوبه شددوروش  در زماني كه پروتئين در  

شكل تجمعات تغيير كرد و عليرغم ايجاد تجمعات 
انكوباسيون    ساعتگذشت يكبعد از تر سازمان يافته
 وجود آمدهب   متنوعي هاي  با ارتفاع وچكي ك ساختارهاي

در  YHKB بعد از يك ساعت انكوباسيون. ) ج3شكل (
 0/7±2/0  اي با ارتفاع  با ظاهر لوله هايي  فيبريلسهروش 
  ها پهناي نامنظم  لوله ، اين  حال  با اينتوليد شد نانومتر
د ان شده   مجزا منشعب ه دو لول ط ا از نق  و در تعدادي داشته
   آميلوئيدي هاي  در  فيبريل  كه  منظمي  پيچش چنين و هم

به  .شود  نمي جا مشاهده اين، معمولاً وجود داردكلاسيك
 در اين حالت فيبرهاي لوله مانندي حاصل شدند ،هر حال

كه از لحاظ ساختاري نسبت به ساير شرايط بسيار سازمان 
- تفاوتتر بودند ولي نسبت به آميلوئيدهاي معمولييافته

 اين اشكال  ، به همين دليل.دادندهايي را نشان مي
  ). د-3 شكل(فيبرهاي غير آميلوئيدي نامگذاري گرديد 

ط ذكر شده در بالا يشرا در   يافته  تشكيل تجمعات  
)  رد  فنول بدون  DMEM (  فيزيولوژيك  محلول  يكبه

  هاي  سلول  كشت  محيط  به  شدند و سپس  داده انتقال
 2   نهايي در غلظت) SH - SY5Y (  انساني لاستوماينروب

   براي معاتج ت  اين  شدند و توانايي ميكرومولار اضافه
  شد انجام  MTTاحياء  ها با ارزيابي  عملكرد سلول تخريب

)23(.  
و تجمات نامنظم ايجاد شده در دماي    طبيعي گونه  

هاي نروبلاستوما نداشتند  درجه اثري روي سلول55
ات حاصل از ساير شرايط باعث عولي تجم) 4كل ش(

رغم اين كه بنابراين علي. ها شدتخريب عملكرد سلول
صورت تجمع در آمد اما در شرايط يك پروتئين يكسان به

متنوع ايجاد ساختارهاي متنوع از لحاظ مورفولوژي و 
  لهأ مس  بر اين  نتايج ايناتصال به رنگ و سميت نمود و 

   ماوراي شتركم   از مشخصات ت سمي  دارد كه دلالت
  يتوال  شود و به  مي  ناشي  تجمعات ساختار مولكولي

تجمعات   سميت ويژگي   ندارد و  بستگي  آمينه اسيدهاي
 ساختار و   كه هاست  پروتئين   طبيعي  فرم برخلافپروتئيني 

  ها تعيين آن  آمينه  اسيدهاي توالي  ها توسطعملكرد آن
 ممكن ، يك پروتئين واحد در شرايط مختلف وشود مي

ت آن م سميزوجود آورد و مكانيهاست اشكال مختلف ب
  .متفاوت شود

   گرفت  نتيجه توان  مي  شده  گفته  مطالب از مجموع  
   سميت ها و هم  پروتئين  آميلوئيدي هاي  فرم  تشكيل  هم كه

  ذاتي  هاي  جزء ويژگي معات تج  نوع  اين  از تشكيل ناشي
در  از طرف ديگر، چون معمولاً. )28(  هاست   پروتئينههم

هاي وابسته به تجمع شناسي بيماريمطالعات آسيب



 ... مخمر Bنقش شرايط مختلف تجمع آنزيم هگزوكيناز نوع 
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ها ها احتمال تشكيل فيبرهاي آميلوئيدي در بافتپروتئين
حاضر  بر اساس نتايج تحقيق .گيردمورد ارزيابي قرار مي

 شود كه تجمعات غير آميلوئيدي نيز برايپيشنهاد مي

هايي ها سمي وخطرناك است و لذا پيدا كردن روشسلول
 ،كه اين ساختارهاي سمي را بتوان مورد ارزيابي قرار داد

  . از اهميت زيادي برخوردار است
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