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 کیده چ

آن  درکه ی هستند پروتئین یهارشتهاز نانو  ایدسته ،آمیلوئیدی هایرشته

تواند تجمع می اند.تبدیل شدهمتراکم  هایرشتهبه پروتئین طبیعی 

ها با توجه به ساختار این رشته اخیراًد. زا باشبیماریزا و یا غیربیماری

نانومواد زیستی مورد توجه قرار منحصر به فردی که دارند، برای تولید 

مدل پروتئین یک  عنوان بهآلبومین سرم گاوی در این مطالعه از  .اندگرفته

 10-2 هایغلظتاستفاده شد.  زاییفرایند فیبریل سازی بهینهبرای 

شده و تهیه 7-3های مختلف pHلیتر در بافر با یـر میلـرم بـگ یـمیل

گراد درجه سانتی 70-30ساعت در دمای  48صفر تا  های دوره برای

ا روش ـدی بـلوئیـای آمیـههـد رشتـولیـزان تـد و میـرار گرفتنـق

 اسپکتروفوتومتری، فلوریمتری و دورنگ نمایی دورانی بررسی شد.

سنجی کنگورد بر اساس میزان طول های حاصل از روش جذبطیف

موج ماکزیمم و جذب در طول موج ماکزیمم با نمونه حاوی رنگ 

لیتر از پروتئین که برای بر میلی گرممیلی 10 تظغلکنگورد مقایسه شد. 

قرار گراد درجه سانتی 50دمای و در  =4pH ساعت در بافر با 48

شرایط بهینه با روش  داشتند، بیشترین میزان آمیلوئید را تولید کردند.

ر ـب رمـگ یـمیل 10ظت ـی در غلـنمایگـو دورن ThTس ـورسانـفل

 بهساعت  48و زمان  گراد سانتیدرجه  70دمای ، =4pH ،لیتر میلی

 تأیید گذارهالکترونی  پمیکرسکوها با تصاویر حضور رشته. دست آمد

نانو  عنوان بهرا  آنهاهای آمیلوئیدی شد. ساختار نامحلول و ابعاد رشته

تولید این ساختارها، مجال  سازی بهینهکند. مواد زیستی جدید معرفی می

 آورد. های بالاتر فراهم میرا در مقیاس آنهاتولید 
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Abstract 
Amyloid fibrils are a class of protein nanoparticles 

in which native proteins are converted into dense 

fibers. The aggregation can be pathogenic or non-

pathogenic. Recently, these fibrils have been 

considered for the production of Bio–

nanomaterials due to their unique structure. In this 

study, Bovine serum albumin was used as a model 

protein to optimize the fibrillation process. 

Concentrations of 2-10 mg/ml were prepared in 

buffer at different pH values of 3-7 and placed at 

0-70 ºC for 0 to 48 hours, and the amounts of 

produced amyloid fibrils were analyzed by 

spectrophotometry, fluorimetry and circular 

dichroism. The spectra obtained from the Congo 

red absorption method were compared on the basis 

of the maximum wavelength and absorption at 

maximum wavelengths with a sample containing 

Congo red. The concentration of 10 mg/ml of 

protein, which was 48 hours in buffer at pH = 4 at 

50 ºC, produced the highest amounts of amyloid. 

Optimum conditions were obtained by ThT 

fluorescence and circular dichroism at a 

concentration of 10 mg/ml, pH = 4, 70 ºC and 48 

hours. The presence of the fibers was confirmed by 

transmission electron microscope images. The 

insoluble structure and dimensions of amyloid 

fibrils can be describe them as new Bio–

nanomaterials. Optimizing the production of these 

structures allows them to be produced at higher 

scales.  

 
Keywords: Amyloid, Bio–Nanomaterial, Bovine 

Serum Albumin, Fibrillation, Optimization. 
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 مقدمه 
ها پتانسیل زیادی برای تجمع به ساختارهای پروتئین

از عملکردهای متفاوتی  و بر این اساس،مختلف دارند 
. (Sethi et al., 2013) توان انتظار داشتمی آنها

 استفاده از مواد حاصل از برای های زیادیتلاش
، فیزیکی کاربردهایبرای  اـه روتئینـع پـتجم دـفراین
های لـت. فیبریـاس دهـام شـانج یـو زیست اییـشیمی

مانند  یهایث بیماریـکه باعـرغم اینیـلوئیدی علـآمی
 ;Dobson, 2006) دـر هستنـزایمـآل و سونـارکینـپ

Fukuma et al., 2006; Juarez et al., 2009) ،
استفاده از تجمع یابند.  نیز ند بدون ایجاد بیماریتوان می

 این فرصت ،تقلید زیستیالگوی ساختاری مواد یا همان 
 هایرشتهی رساختاالگوی است تا از  کردهرا فراهم 

جدید  زیستی موادطراحی و تهیه نانوآمیلوئیدی در 
  .(Chiti & Dobson, 2006) استفاده شود
 به تبدیل برای فردی به منحصر توانایی هاپروتئین
 عملکرد ،مثال عنوان به ؛دارند مختلف ساختارهای

که نقش  هامیکروتوبول و اکتین یها رشته زیستی
 ،کنند می ایفا ها سلول تقسیم و حرکت شکل،مهمی در 

 Alberts et) است وابسته آنها خودتجمعی فرایند به

al., 2002) .مواد دتوان می خودتجمعی فرایند این 
 که کند تولید را ابریشم مانند یفرد به منحصر زیستی

 تـاس سهـمقای لـقاب ولادـف اـب آن شـکش درتـق
(Knowles et al., 2007; Smith et al., 2006) . 

که در  اند پروتئین انسانی گزارش شدهنوع  24تقریباً 
آمیلوئیدی های  رشته صورت بهتوانند  می in vitroشرایط 

ها وابسته به  پروتئیندر  ای رشتهاین ساختار  تجمع یابند.
گونه که هیچهم یی ها روتئینساختار اول نیست و پ

توانند با یک ساختار می ،ها ندارندارتباطی با بیماری
های به رشته in vitroدر شرایط و مرکزی مشترک 

 . (Carrió et al., 2005) تبدیل شوندآمیلوئیدی 
  شرایط در آمیلوئیدی هایفیبریل شکیلتفرایند 

in vivo ورت ـص ها لـپروفیبری لـتشکی قـاز طری
 در هاپروتئین این از اریـبسی عـتجمولی  ،گیرد می

را  کانالی و مانند منفذساختارهای  in vitro شرایط

 یفیبریل پروتو ساختارهای از ناشیکه  کنند میایجاد 
 برای حدواسط هایفیبریل پروتو توانایی یا و آنها

 بانش همک بر محض به ییساختارها چنین تشکیل
و ـنان (.Eichner & Radford, 2011) اسـت اءـغش

جدید زیستی نانو مواد  عنوان بههای آمیلوئیدی فیبریل
 ,.Elzoghby et al) کاربردهای گوناگونی دارند

 کاربردی هایبرنامه در ایفزاینده طوربه آنها .(2012
، دروژلـهی، وسنسورهاـبی دـمانناوری ـفن  ستـنانوزی

 قرار ادهـاستف مورددارو  لـحویو ت ازکـن ایـه مـفیل
های را از بسیاری از پروتئین آنهاتوان و میگیرند  می

 ;Fink, 1998) ت آوردـدسهـبده ـشوناژـود مونتـخ

Jayawardena et al., 2017) .عیـطبی ورـط هـب 
حرارتی و استحکام  ثبات خاطربه یآمیلوئید های رشته
الگوی ساختاری در طراحی نانو مواد  عنوان به، بالا

 ;Fukuma et al., 2006) استمطرح جدید زیستی 

Elzoghby et al., 2012; Ganesh et. al., 

2001; Gras, 2007; Gelamo & Tabak,. 
 دارزان هستن و تجدیدپذیر ی،های آمیلوئید رشته (.2000

در مقادیر صنعتی از منابع و بالقوه  صورت بهد نتوان میو 
  (.Garvey et al., 2009) شوندپروتئین خام سنتز 

تولید  ای درای بالقوههکاربرد یآمیلوئیدهای رشته
مواد  بندیبستهصنایع پذیر، پلیمرهای زیست تخریب

وری، تصفیه هوا، ـواص نـا خـم بـفیلد ـتولیی، ـذایـغ
دارا غشاء و سنجش و مهندسی بافت  های سیستم
 ,.Juarez et al., 2009; Honda et al) هستند

2000; Kratz, 2008.) مصنوعی و طبیعی پلیمرهای 
 . درقابل استفاده هستند دارو حامل عنوان به معمولاً

 کازئین،مثل پروتئین ) با شدهتهیه نانوذرات ،آنها میان
 پذیرتخریبزیست ازگار،ستـن( زیسـژلاتی و نـآلبومی

 ,Lorenzo & Yankner) دـهستنت ـد سمیـاقـف و

1994; Militello et al., 2004.) رمـس نـومیـآلب 
 پروتئین یک عنوان بهای گسترده طور( بهBSAگاوی )

ون ـریلاسیـفیب و عـتجمد ـفراین هـمطالع رایـب دلـم
 Dirix et) ها مورد استفاده قرار گرفته استپروتئین

al., 2005; Dobson, 2003; Lashuel &. 
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Lansbury, 2006; Taboada et al., 2006;. 
Lorenzo & Yankner, 1994.)   

سرم ن ـآلبومیی آمیلوئیدی حاصل از ها هـرشتو ـنان
ی یدارو موادهای مهمترین حامل از یکی عنوان بهگاوی 

ها از جمله سرطان مورد استفاده در درمان انواع بیماری
 هر برای اتصال بالای به ظرفیت توجه بااند و گرفته قرار
 استمورد توجه  بسیار آبگریز و آبدوستهای دارونوع  دو
(Kouchakzadeh et al., 2015; MacPhee & 

Woolfson, 2004.)  در انجام این فرایند، سازگاری با
 Lashuel) ای است العاده دارای اهمیت فوق انسان بدن

& Lansbury, 2006) و فرایند تولید ناناین تحقیق، . در
روش  های آمیلوئیدی از آلبومین سرم گاوی به بیوفیبریل

چهار پارامتر فیزیکی انجام شده و ( RSMسطح پاسخ )
 ، دما و زمان انکوباسیون پروتئینpHغلظت پروتئین، 

  اند. شده سازی بهینه
 

 هاروش و مواد
 مواد

سولفات  کنگورد، ،Tآلبومین سرم گاوی، تیوفلاوین 
مواد شیمیایی از شرکت دیگر  و سدیم دی بازیک

( خریداری Merck, Darmstadt, Germanyمرک )
، تهیه و بالاترین درجه خلوص باذکر شده مواد ند. شد

 .استفاده قرار گرفتندمورد 
 

 سنجی کنگورد روش طیف

آمیلوئیدی  هایرشتهی شناسایی تشکیل ها روشکی از ی
که با اتصال به ساختارهای  کنگورد استاستفاده از رنگ 

آمیلوئیدی، امکان تشخیص حضور این ساختارها را  بتا
. کنگورد با اتصال بین صفحات بتا باعث سازد میممکن 

های  و جابجایی نمودار به سمت طول موجافزایش جذب 
 ;Uversky et al., 1998) ودـش یـر مـدتـلنـب

Waterhouse & Gerrard, 2004) .2های  غلظت-
گاوی در بافر با آلبومین لیتر از سرم  گرم بر میلی یلیم 10

pH لیتر  میلی یک کدام سپس از هر. دشآماده  7-3های
بعد از مخلوط  و در میکروتیوب کوچک ته گرد ریخته 

 شدن به دو قسمت مساوی برای دو تکرار تقسیم شد. هر
 ریز مگنت با آرام طوربه کهدرحالی) ت و تکرار آنـغلظ

 ف ـلـای مختـج دمـدر پن( دـش یـم زده مـه به
ی هر طیف جذبگرفت و قرار  گراددرجه سانتی 30-70

از بلانک با استفاده  عنوان بهکنگورد نمونه در حضور بافر 
در  SHIMADZU UV 1800)اسپکتروفوتومتر مرئی )

ساعت  48پس از صفر تا نانومتر  400-600 محدوده بین
  گیری و ثبت شد. اندازه
 

 روش اسپکترو فلوریمتری 

ی ها هـرشت ابیـو ردیایی ـاسـی شناـه روشی از ـیک
رنگ . است Tگ تیوفلاوین ـاده از رنـاستف ،آمیلوئیدی
ی با قرار گرفتن در بین صفحات بتا T تیوفلاوین

شدت افزایش  زایی موجبایجادشده طی فرایند فیبریل
روتئین نسبت به حالت طبیعی ـای پـه ولـمولکر ـنش
از ر ـمیکرولیت 600 ورـن منظـ. بدیدوـش میروی( ـ)ک

میکرولیتر از  15 به میکرومولار 65تیوفلاوین محلول 
تعیین بهترین حالت پروتئینی )مربوط به ای ـهنمونه

 440طول موج در  ه وشد ( اضافهکنگوردشده با روش 
 Tد. افزایش شدت نشر تیوفلاوین ش هبرانگیختنانومتر 

 دـی شیرـگ دازهـانر ـومتـانـن 600تا  450 دودهـمحدر 
(Holm et al., 2007). 

 
  (CD) یدوران یروش دورنگ نمای

جذب دو نور ی میزان اختلاف گیر اندازهبر  این روش
ک نمونة یگرد توسط  گرد و راست چپ یزه حلقویپلار

 هاست. در این مطالعه، برای باستوار  یورـال نـفع
نمایی دورانی پروتئین ی دورنگ ها طیفدست آوردن 

-Jasco J)اسپکتروپلاریمتر دستگاه از  ،تغییر یافته

810 spectropolarimeter )رای ـ. بدـشاده ـفـاست
ی دورانی در محدوده ـنمایف دورنگـی طیرـگی دازهـان

سرم  لیتر میلیبر  گرم میلی 1/0فرابنفش دور از غلظت 
 متر درسانتی 1/0ین گاوی و سل با ضخامت آلبوم
بلانک  وانـعن به =pH 4/7ریس با ـر تـل بافـمقاب

  .(Holm et al., 2007) شداستفاده 
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  (TEMتصویربرداری میکروسکوپ الکترونی گذاره )

از میکروسکوپ  آمیلوئیدی هایرشته برای مشاهده
نمونه از میکرولیتر  5. شدالکترونی گذاره استفاده 

قرار داده  پوشیده از کربنمسی  روی گریدپروتئینی 
 شد. با آب دوبار تقطیر شسته ثانیه 45پس از و  شد

 2-5 به مدتدرصد  2اورانیل استات محلول سپس با 
پس از  .(Holm et al., 2007) آمیزی شدرنگ دقیقه

دو ساعت در دمای آزمایشگاه، خشک شدن به مدت 
های آماده توسط میکروسکوپ الکترونی گذاره گرید
کیلو ولت  75در ولتاژ  Philips EM 208(S)مدل

  د.شتصویر برداری 
 

 نتایج 
 ردکنگوبررسی میزان اتصال سرم آلبومین گاوی به 

روشی آسان و  ،که روش طیف سنجی کنگورد ییاز آنجا
در این ی آمیلوئیدی است، اـه هـرشتی ـارزان در ردیاب

گرم  میلی 10و  8، 6، 4، 2مختلف غلظت پنج  ،تحقیق
 یزمان برای پنج دوره آلبومین گاویلیتر از سرم  بر میلی

، pH 3 ،4با  ییبافرها در ساعت 48 و 36،  24،  12، 0
درجه  70و  60، 50، 40، 30دماهای  و 7 و 6، 5

 25برای هر دما  ،بر این اساس قرار گرفتند. گراد سانتی
برای بررسی  هآمد دست بهنتایج  که شد انجامآزمایش 

ی مورد استفاده قرار آمیلوئیدی ها رشتهنانو  اولیه حضور
، دما و زمان انکوباسیون pHاثر غلظت پروتئین، . گرفت

نمودارهای طول موج ماکزیمم  صورت بهبررسی و نتایج 
(λmax( و جذب در طول موج ماکزیمم )Aλmax ارائه )

این روش با  هآمد دست بهنتایج (. 1شده است )شکل 
ی آمیلوئیدی اه رشتهنشان داد که بیشترین میزان تولید 

با انکوباسیون سرم  توان میرا از بین حالات مختلف، 
برای  لیتر میلیبر  گرم میلی 10آلبومین گاوی با غلظت 

 گراد سانتیدرجه  50و دمای  4برابر  pHساعت در  48
نمایی  ی دورنگها روشد. با توجه به اینکه کرتولید 

ور ـص حضـری در تشخیـروفلوریمتـی و اسپکتـدوران
تر هستند، بنابراین شرایط بهینه آمیلوئیدها اختصاصی

زایی بر اساس نتایج این دو روش و نیز سایر  فیبریل
 10در غلظت ( Arasteh et al., 2012) ها رفرانس

و  4برابر  pHدرجه،  70، دمای لیتر میلیبر  گرم یـمیل

ساعت در نظر گرفته شد. بنابراین در هر نمودار  48زمان 
ی اثر هر متغیر، سایر متغیرها در مقادیر بهینه و برای بررس

 خود ثابت در نظر گرفته شدند. 
 
ه ـاوی بـن گـرم آلبومیـال سـزان اتصـررسی میـب

  Tتیوفلاوین 

 Tدت نشر فلورسانس تیوفلاوین ـایج شـاس نتـبراس
 10های آمیلوئیدی در غلظت  حداکثر میزان تولید رشته

و  4برابر  pHدرجه،  70لیتر )در دمای  گرم بر میلی میلی
(. همچنین a2دست آمد )شکل ساعت( به 48زمان 

ه، ـدرج 70ای ـب دمـترتی هـان بـو زم pHبررسی دما، 
pH عنوان بهترین  هـت را بـساع 48ان ـو زم 4ر ـبراب
کردند  تأییدهای آمیلوئیدی  و رشتهـد نانـلیر در توـمقادی

 (.b-d2)شکل 
 

زایی با افزایش میزان ساختارهای بتا همراه فیبریل
 است 

نمایی دورانی نیز نتایج حاصل از بررسی روش دورنگ
د. در کرزایی با روش فلوریمتری را تأیید  فرایند فیبریل

و  CDNNافزار  میزان ساختارهای بتا با نرم ،این روش
های مختلف انکوباسیون ن و زما pHدر غلظت، دما، 

نشان داده شده  a-d3محاسبه شد که نتایج در شکل 
طورکه در نمودارها مشخص است، با افزایش است. همان

میزان حضور ساختارهای بتا، از میزان حضور ساختار آلفا 
 ،شود. بنابراین در پروتئین سرم آلبومین گاوی کاسته می

زان ساختار بتا و کمترین میزان ساختار آلفا در بیشترین می
 pHدرجه،  70لیتر، دمای  گرم بر میلی میلی 10غلظت 

ساعت مشاهده شد که مبین بیشترین  48و زمان  4برابر 
 .های آمیلوئیدی است تولید رشتهمیزان 

های آمیلوئیدی و  البته برای تأیید حضور رشته
های آمیلوئیدی در  ارتباط دادن این نتایج با حضور رشته

روسکوپی ـرداری میکـربـاز روش تصوی ،ولـمحل
الکترونی گذاره استفاده شد. تصویربرداری در شرایط 

 به دست آمده،زایی انجام شد و تصاویر بهینه فیبریل
نانومتر و  15های آمیلوئیدی با قطر تقریبی  حضور رشته

طول تا چند صد نانومتر را در محلول مورد آزمایش از 
 (. 4کنند )شکل  روتئین سرم آلبومین گاوی تأیید میپ
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( تغییرات زمان d( تغییرات دما و )c، )pH( تغییرات b( تغییرات غلظت، )aی آمیلوئیدی با )ها رشتهنمایش میزان تشکیل  .1شکل 

 انکوباسیون
 

      
 

       
 ، pH( تغییرات b( تغییرات غلظت، )aی آمیلوئیدی در روش طیف سنجی فلورسانس با )ها رشتهنمایش میزان تشکیل  .2شکل 

(c( تغییرات دما و )dتغییرات زمان انکوباسیون ) 
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 گیری و نتیجه بحث 
 ،های مختلف تجمعات پروتئینی از جنبه ،در حال حاضر

دلیل کاربردهای مورد علاقه محققان قرار گرفته است. به
پروتئینی و های  وردهابیوتکنولوژی و دارویی در تولید فر
های مختلف، تجمعات  همچنین دخالت در ایجاد بیماری

گیرد.  پروتئینی در محدوده وسیعی مورد مطالعه قرار می
له که از فیبرهای ئن مسـا درک ایـروزه بـام ،علاوه هب

های متنوعی در علوم نانو  توان استفاده میآمیلوئیدی 
 ،ها داشت، اهمیت بحث ون تشکیل نانوتیوبـهمچ

 ;Chiti & Dobson, 2006) ه استدصدچندان ش

Jeyashekar et al., 2005; Dobson, 2006;. 
Scheibel et al., 2003; Hamada et al., 2004.) 

ی متنوعی ها روتئینبررسی فرایند فیبریلاسیون بر روی پ
 انجام شده است. 

، اما از ستندیزا نبیماری ها روتئیناگرچه همه این پ
های بین  کنشها و میان آنها از مکانیسمآنجاکه تمامی 

ملکولی یکسان در روند تشکیل تجمعات آمیلوئیدی 
وی کلی تشکیل این ـالگ وانـت می، دـکنن میاده ـاستف
ساختمان کلی اگرچه آورد.  تـدس بها را ـارهـساخت
اما این  ،ا استـات بتـامل صفحـها شـتنا ـه لـفیبری

 ،پیچیده در کنار هم ارهای بسی ساختارها با قرار گرفتن
 آنهاکه بررسی ملکولی  کنند میساختارهایی را ایجاد 

در این  آمیلوئیدی های رشته تشکیلبسیار دشوار است. 
ای  هسته -پلیمزاسیون مکانیسم طریق ازن ـروتئیـپ
(nucleated-polymerization) ود وـش یـام مـانج 

 دهند می نشان را تأخیر فاز یک عموماً فرایند بررسی
 د. زمانشو می روعـش اییـرشدنم فاز آن دنبال بهکه 

ی اولیه برای تشکیل ها هسته تشکیل دلیل به تأخیر
 هارشته کهامیـهنگ ت وـوئیدی اسـای آمیلـارهـساخت

 ازسرعت بیشتری  اسازی ب ، مرحله طویلشدند تشکیل
 رود. در می پیش اولیگومرها و مونومرها اجتماع طریق

رشته  ولیگومر ، ارمونوم تعادلی حالت سه ،فرایند این
 تاس شده ادـپیشنها ـه هـرشت رایـب غـوئیدی بالـآمیل

(Gras, 2007) . شـنق ،ددـعـمت داتـاهـمشدر 
های عوامل محیطی در ایجاد این فیبریل کننده نییتع

 Militello) مورد بررسی قرار گرفته استآمیلوئیدی 

et al., 2004; Holm et al., 2007; Arasteh et. 
al.,. 2012; Pilkington et al., 2010.) 

 
 ؟ سازی استقابل بهینه زاییفیبریلفرایند آیا 

، پروتئین غلظتمتغیر ار ـر چهـاث ،رـحاضپژوهش در 
از زایی بر فرایند فیبریل و زمان انکوباسیون  pHما،د

 یسنجطیف یهاروش کمک به گاوی آلبومین سرم
 یـدوران یـینمادورنگاسپکتروفلوریمتری و  گنگورد،

برای تولید  بهینه مورد بررسی قرار گرفت تا شرایط
ی آمیلوئیدی ها رشتهدست آید.  ی آمیلوئیدی بهها رشته

 یالکترون کروسکوپیمدر شرایط بهینه با آمده به دست
میزان  ،بر این اساس. رار گرفتـق دـتأییورد ـذاره مـگ

گرم بر  میلی 10غلظت های آمیلوئیدی با  هـه رشتـبهین
انکوباسیون در بافر با  ساعت 48 پس ازو لیتر  میلی

  .دست آمدبه =4pHو  گراددرجه سانتی 70دمای 
سنجی با رنگ  ای جذبـه تـل از تسـج حاصـایـنت

دار از  طور معنی بهλmax زایش مقادیر ـا افـگورد بـکن
است. این امر مبین های کم به بالا همراه بوده  غلظت

عنوان یکی از  هه غلظت پروتئین بـت کـاین مطلب اس
د تشکیل تجمعات ـفراین اًـاسی، مستقیمـل اسـوامـع

ند. میزان جذب در طول موج کآمیلوئیدی را تحریک می
عنوان یکی  آمده از روش کنگورد نیز بهدست ماکزیمم به

تایج . ناستمطرح  هارشتهاز فاکتورهای دال بر تشکیل 
( نیز مبین این Aλmaxآمده از این فاکتور )دست مشابه به

فرایند تجمع پروتئین، فرایندی  مطلب است که اصولاً
وابسته به غلظت است و با توجه به اینکه تشکیل این 

های درون مولکولی کنشتجمعات تحت تأثیر ایجاد میان
، افزایش غلظت برای بسیاری از استها  از پروتئین

ت تجمعات پروتئینی ـزایش غلظـب افـها موج نـروتئیـپ
نمایی دورانی  ل از روش دورنگـج حاصـایـد. نتشـو می

(CDو نیز اسپکتروفلوریمتری، در این تحقیق، م )ید این ؤ
زایش غلظت پروتئین، درصد ـا افـه بـت کـب اسـمطل

ا کاهش یافته و بر میزان ساختارهای ـای آلفـارهـساخت
بالا با افزایش غلظت پروتئین  شده است. افزوده ثانویه بتا
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موجب ها به یکدیگر نیز  بردن شانس برخورد حدواسط
 ,.Finke et al) دشو افزایش تجمعات پروتئینی می

های بالای پروتئین، جمعیت . در واقع در غلظت(2000

ها افزایش یافته و حجم بالایی از کل را  ماکرومولکول
مال برخورد آنها را با هم احت ،کنند و همین امر اشغال می

 .  دهد افزایش می
 

     
 

       
( تغییرات c، )pH( تغییرات b( تغییرات غلظت، )aنمایی دورانی با )های آمیلوئیدی در روش دورنگ نمایش میزان تشکیل رشته .3شکل   

 ( تغییرات زمان انکوباسیونdدما و )

 

 
برابر و  500هزار و  31( C) هزار برابر، 20(Bو  Aنمایی )های آمیلوئیدی با بزرگ تصاویر میکرسکوپ الکترونی گذاره از رشته .4 شکل

(D )100زایی هزار برابر تهیه شده در شرایط بهینه فیبریل 
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در دماهای بالا تاخوردگی خود  ها روتئینپ معمولاً
ری ـرارگیـرض قـت در معـعل هـت داده و بـرا از دس
وجود  ههای آبگریز، تجمعات پروتئینی را ب باقیمانده

آورند. افزایش دما موجب افزایش فرکانس تصادم  می
سرعت تشکیل تجمعات  ،مولکولی شده و از این طریق

. (Speed et al., 1997) ردـب الا میـروتئینی را بـپ
زایش دما از طریق تغییراتی که در ـاف ،نـر ایـلاوه بـع

ب افزایش ـموج ،دـکنال میـن اعمـروتئیـار پـساخت
های آبگریز بین مولکولی شده و احتمال کنشمیان

دمای  ،از طرف دیگربرد.  تشکیل تجمعات را بالا می
 دشو میبالا موجب ایجاد تغییرات شیمیایی در پروتئین 

(Vermeer & Norde, 2000)ر ـالاتـای بـاهـ. دم
بر روی ساختار فضایی زنجیره  ند حتی مستقیماًتوان می
گذاشته و  تأثیرح سوم و چهارم هم وپپتیدی در سط پلی

هایی شوند که در اغلب موارد  موجب تشکیل حدواسط
ند. میزان شو تجمعات پروتئینی میمنجر به تشکیل 

این مطالعه که در حداکثری تجمعات القا شده در 
ن ـد ایـیؤم ،دـگراد مشاهده شدرجه سانتی 70دمای 

سرم  پروتئین  Tmمطلب است که دماهای نزدیک به
گراد( یا کمی بالاتر از درجه سانتی 59) آلبومین گاوی
ات منظم پروتئینی ـای تجمعـالقبرای  آن، اختصاصاً

 ,Gsponer & Vendruscolo) مناسب هستند

در مورد  ThTشینه نشر فلورسانس . میزان بی(2006
راد به گدرجه سانتی 70سرم آلبومین گاوی در دمای 

وع ـن ،البته در این میانکه رسد  ود میـر خـداکثـح
پروتئین و پایداری ساختاری آن هم از اهمیت بالایی 

-βیی مثل ها روتئیندر پ ،برخوردار است. برای مثال
ن ـروتئیـو پ (Georgiou et al., 1994)از ـامـلاکت

، دمای بالاتر از P22 (Teschke, 1999)پوششی فاژ 
گراد است که موجب تشکیل تجمعات درجه سانتی 35

 د.  شو میآمیلوئیدی 
نیز در مقادیر  pHزایی با تغییرات بررسی روند فیبریل

ثابت در نظر گرفته شد و با  صورت به اپتیمم غلظت و دما
منطقی  طور به pHت این کار امکان بررسی اثر تغییرا

محلول در برگیرنده  pHکه یید. از آنجاشفراهم 

کننده نوع و نحوه توزیع بارهای سطحی عیینپروتئین، ت
لذا قادر است از طریق توزیع بار در سطح  ،در آن است

 ،روستاتیکـای الکتـه کنشدر میان تأثیرپروتئین و نیز 
پروتئین داشته ای بر روی رفتار تجمعی  کننده نقش تعیین

 عنوان به pH. بنابراین (Chi et al., 2003) باشد
ات ـزان تجمعـده در میـکنن نـپارامتری کلیدی و تعیی

در  =4pHین، مثل یهای پاpHدر  .استپروتئینی مطرح 
شدت باردارند و ها بهمورد سرم آلبومین گاوی، پروتئین

سطح پروتئین، اثر قابل توجهی بر در این چگالی بار 
ای در سطح درون  های دافعهکنشافزایش میزان میان

مولکولی و نیز بین مولکولی داشته که منجر به القای 
. از نظر تئوری پایداری دشو میتجمعات آمیلوئیدی 

قل رسیدن دافعه الکتریکی علت به حدا هب pI پروتئین در
، در کنند میولی نتایج اخیر پیشنهاد  ،یابد کاهش می

های قابل توجهی بین  کنشمیانهنوز  pI اطراف
 ,.Giger et al)د وجود داشته باشد توان می هاپروتئین

هایی pHدر  ها روتئینبسیاری از پ معمولاًو  (2008
ند که در مورد سرم شو میخود مجتمع  pI کمتر از

 طور است.آلبومین گاوی نیز همین
هدف کلی این مطالعه، سنجش توانایی پروتئین با 

نام سرم آلبومین گاوی برای تشکیل ه ب αساختار تمام 
در شرایط  βات ـی از صفحـای غن هـارهای رشتـساخت

این کار از منظر  سازی آن بوده است. مختلف و بهینه
در موارد  آنهاتولید نانو مواد جدید و امکان استفاده از 

چرا  ؛نانومواد زیستی قابل توجیه است عنوان بهمختلف 
 عنوان بهای را ن ساختارهای رشتهـا ایـم ولاًـمعمه ـک

شناسیم. نتایج این تحقیق نشان داد زا میعامل بیماری
ی آمیلوئیدی حاصل از آلبومین سرم گاوی ها رشتهکه 

اختار فضایی منحصر به فرد و ر ابعاد نانو، سـخاط هـب
خاطر  هـه بـوعی کـراوان و متنـلی فـای عامـه روهـگ

های جانبی اسیدهای آمینه که در سطح خود  زنجیره
یک نانو ماده زیستی جدید در  عنوان بهند توان میدارند، 

لف زیستی و بیوتکنولوژی مثل استفاده از ـوارد مختـم
ها و یا زیمـت آنـرای تثبیـری بـبست وانـعن هـب اـآنه

. باشنـداستفاده  قابل زندههای  های دارو در سیستم حامل
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مواد زیستی نجی این نانوس ار روی سازگاریـه کـالبت
نیز قابل استفاده  inVivoرا در شرایط  آنهاد توان میجدید 

 سازد که در تحقیقات آینده باید مد نظر قرار گیرد. 
 

 ی سپاسگزار
 جناب آقای ،قماز ریاست محترم دانشگاه پیام نور 

سینی، مدیر محترم آزمایشگاه پیام نور دکتر محمد علی ح
ر مهدی کلهر و کارشناسان ـای دکتـاب آقـجن ،قم

زاده و استاد  یادگار، خانم سیدآزمایشگاه سرکار خانم لیلا
 یارجمند سرکار خانم آزاده قرخوانی که ما را در ارتقا

ی ـر و قدردانـتشکد، ـدنکرکیفی این پژوهش یاری 
 . گردد‌یم
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