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 چکیده

 هایبیماری ها باعث ایجاد بسیاری ازولدر درون یا بیرون سل تجمع فرایندها در اثر رسوب پروتئین

مین ور دلزایمآشود. بیماری پارکینسون پس از نظیر آلزایمر، تشنج هانتینگتون یا پارکینسون می عصبی

ت حرکتی های دوپامین اختلالاو تخریب نورون  در اثر تجمع اجسام لوی کهعصبی است  شایعبیماری 

ترین پروتئین اصلی ،اسید آمینه 14۰آلفاسینوکلئین حاوین آید. پروتئیوجود میبیماران به این در

 کلئینتجمع، مونومرهای پروتئینی آلفاسینو فرایند درشده در تجمعات اجسام لوی است. شناخته

 تاکنونآیند. های آمیلوئیدی درمیصورت رشتههو درنهایت ب شوندمیهم متصل صورت الیگومر بههب

 رهدربات مطالعااما  است، شتهپیشرفت پارکینسون وجود ندا رانداختنخیأتبهدارویی برای توقف یا 

ین ادر . است پیدا کرده افزایشآن های مکانیسم مولکولی تشکیل آمیلوئیدها و شناسایی مهارکننده

خاصیت ضد  چونتواند وظایف مختلفی میکه   2BRIحاصل از  BRICHOSدمین ثیر أت ،تحقیق

 ابتدا مورد نظر ژن. شدعنوان پروتئین مدل بررسی به تجمع آلفاسینوکلئین یندابر فر ،تجمعی داشته باشد

و  هضم آنزیمی Nde1  و Xho I یهامیآنز توسط محصول. شد ریتکث PCR توسط سپس و سنتز ،بهینه

 با ظرمورد ن پپتید ،آخر در شد. ترانسفورم E.Coli یباکتر که به شد  pET28 aیانیب وکتور وارد

 ضد اثر. دشصورت مجزا بیان و تخلیص به ژن آلفاسینوکلئین نیز و صیتخل سفارز کلین یکروماتوگراف

و  T لاوینبا استفاده از روش فلورسانس تیوفبر فیبریلاسیون آلفاسینوکلئین  BRICHOS نیدم یتجمع

 شد. بررسی TEMتکنیک 

 

 نآلفاسینوکلئی، چاپرون ،BRICHOS اعصاب، کنندهبیتخر یهایماریب د،یلوئیآم :کلید واژگان
 

 مقدمه .1

در بین تمام  عنوان یک ساختاربهحالت طبیعی پروتئین 

ین حالت لحاظ ترمودینامیکی پایدارتربهساختارهای ممکن 

دهد که یک ی رخ میمپدیده بدتاخوردگی هنگا .است

ساختاری متفاوت از فرم عملکردی خود )حالت  ،پروتئین

به حالت جزئی  تواندطبیعی( داشته باشد. بدتاخوردگی می
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یا حالت تجمع  صورت مونومربه ،بازشده کاملاًتاخورده، 

صورت الیگومر با وزن مولکولی  بهمنجر شود. تجمعات 

های آمیلوئیدی با ساختار شکل و فیبریلپایین، تجمعات بی

وسیله محتوی همنظم وجود دارند. انتخاب مسیر تجمع ب

-فیبریل د.شومیسکانس اسید آمینه و محیط پروتئین تعیین 

از  های وابسته به آن، عامل بیشسازهای آمیلوئیدی و پیش

های که در تمامی آنها پروتئین هستندبیماری در انسان  4۰

 به تشکیلو دهند میساختار خود را از دست  دخیل

در داخل و خارج  شوند کهمیمنجر آمیلوئید  نامهب یتجمعات

 (.4-1) کنندسلول رسوب می

 یعصب جیرا یهایماریاز ب یکی نسونیپارک یماریب

تخریب  (5) .تاسهمراه ها رفتن نوروننیبا ازب که است

های تولیدکننده شدن نورونها در پارکینسون با کمنورون

 Substantia nigra pars دوپامین در ناحیه 

compacta(SNpc)  است.  مرتبطسیستم عصبی مرکزی

 باحضور تجمعات پروتئینی  ها همراه باکاهش نورون

 (.7-5) همراه است Lewy bodies (LB)عنوان 

دهنده این تجمعات آلفاسینوکلئین جزء اصلی تشکیل

های عصبی هم بیماری از بخشی درو  نورونی است

های گلیال دیده ها یا سلولدر نورون این پروتئین حضور

های مربوط به عنوان بیماریدرمجموع به که است شده

 با یآلفا سینوکلین پروتئین .اندشدهفاسینوکلئین شناخته آل

های خانواده پروتئین و ازشکل بی ،مینو اسیدیآ 14۰

ساختار  بدونشرایط فیزیولوژیک  درکه  استنظم  بدون

های رشتهایجاد . اندکی دارد نظمی که یا ساختارقرار دارد 

و  پارکینسونبیماری  ای ازتجمعی آلفاسینوکلئین، نشانه

 .(11-9) های وابسته به سینوکلئین استسایر بیماری

جلوگیری یا که  است مشخص شده در تحقیقات

تواند در کاهش میفیبریلاسیون آلفاسینوکلئین کاهش 

نقش مهمی های وابسته به آلفاسینوکئین علائم بیماری

فیبریلاسیون این پروتئین نقش  دربارهمطالعه  .باشدداشته 

برای  .های جدید داردطراحی درمان برایای بسیار پایه

های مختلفی های آمیلوئیدی تاکنون راهدرمان بیماری

که یکی از آنها استفاده از  پیشنهاد شده استبررسی و 

هایی هستند که به ، مولکولها. چاپروناست هاچاپرون

و به آنها کمک  شوندمیهای تانخورده متصل پروتئین

د و ساختار فعال و نخورب صورت صحیح تاهکنند تا بمی

 نیا ،نیهمچن دست بیاورند.هعملکردی خود را ب

بدتاخورده به  هاینیکه پروتئ کنندیکمک م هامولکول

و با اتصال به  ابندیخود دست  یتاخوردگ حیفرم صح

بدتاخورده مانع از  هاینیپروتئ دروفوبیه ینواح

 جادیمانع از ا جهیو درنت گریکدیبه  هانیپروتئ دنیچسب

   .(14-11) شوندتجمع  دهیپد

از قسمتی که  BRICHOSبه نام  ینیدمبرای  یبه تازگ

 است، دینواسیآم1۰۰حدود  یداراو  BRI2  نیپروتئ

 تاخوردن ازکه ی گزارش شده است چاپرونخاصیت 

 یریجلوگدر آنها  دیلوئیمآ لیو تشک هانپروتئی ناقص

پژوهش  نیدر ابا توجه به این موضوع  .(17-15) کندیم

کلون    pET28 aدر وکتور بیانی  BRICHOSدمین ابتدا 

و  مطالعه خاصیت ضد تجمعی، این دمین برایسپس شد، 

 دمیناثر  و صیو تخل انیبصورت مجزا به نینوکلئیآلفاس

BRICHOS با استفاده از  نینوکلئیآلفاسفیبریلاسیون  یرو

و میکروسکپ  Tتیوفلاوینفلورسانس های تکنیک

 .شدبررسی  TEMالکترونی 

 

 هاروش مواد و .2

 مواد. 1-2

دی -، ایزوپروپیل بتاSDS،EDTA تریس، 

از شرکت سیگما  T(، تیوفلاوینIPTGگالاکتوپیرانوزید )

(St. Louis, MO. USA تریپتون و عصاره مخمر از ،)

 ( تهیه شد.Difco, detriot, MI, USAشرکت دیفکو )

شده سازی و مواد استفادهدر خالص شدهستون استفاده

 ,Uppsalaبرای تهیه ژل اکریل آمید از شرکت فارماسیا )

Sweden ،)های آنزیمNdeI  وXhoI  از مراز پلیو آنزیم
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،  آگارز از شرکت ( Fermentase, USA) شرکت فرمنتاز

GibcoBRL (Maryland, USA)ول، اتانول، ، متانn-

از شرکت مرک  دیگر مواد شیمیایی مورد نیاز  و پروپانول

(Germany (Merk, Darmstadt,  .خریداری شد

  pET28-aبیوتیک کانامایسین، ناقل کلونینگ باکتری آنتی

از شرکت DH5α و 21BLباکتری اشریشیاکلی سویه

Novagen (Novagen, USA.خریداری شد ) 

 

 هاروش .2-2

 BRICHOSن و بیان دمین کلو 1-2-2

 Genecustتوسط شرکت بهینه و   BRICHOSژن دمین 

یک جفت پرایمر با  ،سنتز شد. سپس pUC 57در وکتور 

روی آن  ،XhoIو  NdeIشده با سایت برش طراحی

 ( انجام شد.PCRای پلیمراز )واکنش زنجیره
Forward primer:   5´ 

AAAAAAACATATGTCCGTTCCTGTACCAG 3´ 

                              Nde I cut site : CA’TATG    

   Reverse primer: 5´  

AAAAATACTCGAGTTACAGTTTGTAGGTCT

C 3´ 

                              Xho I cut site : C’TCGAG 
 

  PCRمحصول انجام و  1طبق جدول  PCR برنامه 

 با محلول یزیآمپس از رنگ .برده شد %1ژل آگارز  یرو

 شد. سهیمقا یباند حاصل با شاخص وزن د،یبروما ومیدیات

 

 ژن مورد نظر ریمنظور تکثمورد استفاده به PCRبرنامه  .1جدول 

 چرخه تعداد (هی)ثان زمان (گراد یسانت)درجه  دما مرحله نام

Pre-denaturation 95 3۰۰ 1 

Denaturation 94 6۰ 3۰ 

Annealing 55-6۰ 6۰ 3۰ 

Extention 72 9۰ 3۰ 

Final extention 72 9۰۰ 1 

 

هضم ، clean upپس از  PCRمحصول سپس 

که با همین دو آنزیم  pET28aو با وکتور  شدآنزیمی 

هم متصل و هب T4 ligaseتوسط  ،برش داده شده بود

ترانسفورم شد.  BL 21سویه  Ecoliبه باکتری  درنهایت

ه آوردن بیان بهیندستبه برایشرایط مختلف بیان 

 LBآمده در محیط دستو بهترین شرایط به شدامتحان 

درجه  25دمای  IPTGمولار میلی 25/۰القا با 

حاصل ساعت  6به مدت  18۰rpmگراد و شیک سانتی

 سانتریفیوژ با انکوباسیون ساعت 6 از پس هاسلول. شد

(. g 3۰۰۰ ×,g   20 min and 4 °C) شدند آوریجمع

 5۰ سیآمده در بافر تردستهدر مرحله بعد رسوب ب

، روی NaCl مولاریلیم 300 حاوی pH= 8مولار میلی

دقیقه و در  1۰این عمل به مدت در شد.  سونیکهیخ 

ثانیه  4۰شدند و می ونیکهها سثانیه سلول 2۰هر دقیقه 

شده با ای شکستههلماندند. سلوروی یخ می

دقیقه در دمای  2۰به مدت  g 12۰۰۰ر سانتریفیوژ با دو

 .شدند نشینتهگراد درجه سانتی 4

  یمعتج اجسام صورتکه بیان بهازآنجا 

(Inclusion bodies) و  ختهیدور ر ییمحلول رو ،بود

 4در دمای  g 12۰۰۰ و درمولار حل  8رسوب در اوره 

به . شدسانتریفیوژ دقیقه  2۰گراد به مدت درجه سانتی

هیستیدینی نبالة شده دانینوترکیب ب نیپروتئدلیل اینکه 
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روش  از آن صیتخلبرای  داشت،خود  آمینیانتهای  در

آگارز نیکل  نتمایلی و استفاده از ستوکروماتوگرافی 

شده های تخلیصریفولدکردن نمونهبرای . دشاستفاده 

تریس  کیلودالتون در بافر 2با استفاده از کیسه دیالیز 

ض برای تعوی C˚4لیتر و در  2با حجم  میلی مولار 5۰

مولار از پیرامون پروتئین،  8کردن اوره بافر و حذف

انتها از ترمبین حاوی دنباله هیستیدینی  در دیالیز شد.

تگ هیستیدینی از انتهای آمینی  کهاستفاده شد 

BRICHOS  جدااز طریق هضم آنزیمی توسط ترومبین 

 . شودمی

 

 بیان سینوکلئین .2-2-2

و باکتری  21a  pETآلفاسینوکلئین در وکتور بیانی

E.coli سویه BL 21   در محیط  بیان پروتئین. شدبیان

TB    600 =1/5-1/8پس از رسیدن بهOD   توسطIPTG 

 37دمای مولار( القا و در ) غلظت نهایی یک میلی

 ساعت و با شیک  4:3۰ به مدتگراد درجه سانتی

rpm22۰ .شده از سپس محتویات ارلن خارج انکوبه شد

سانتریفیوژ و  g4۰۰۰دقیقه در  2۰مدت  انکوباتور به

در بافر لیز ت باکتری پلمایع رویی دور ریخته شد. 

توسط سونیکاتور لیز گردید و محلول رویی 

جهت تخلیص به روی ستون نیکل آگارز  آمدهدستبه

 .شدمولار ایمیدازول خارج میلی 25۰و در برده 

ز استفاده ا هم مخلوط و با شده باهای تخلیصنمونه

و مولار میلی 3۰کیلودالتون در تریس  2کیسه دیالیز 

گراد تعویض درجه سانتی 4در  NaCl رمولامیلی 2۰۰

 . شدساعت، سه بار تعویض  24طی بافر، بافر شد. 

 

 شرایط فیبریلاسیون .3-2-2

دیالیز، کیسه دیالیز را تا زمانی که آب  دادنپس از انجام

گرم بر میلی  2/2به غلظت و  شودپروتئین کشیده 

قرار داده  PEG600، در ظرف حاوی لیتر برسدمیلی

میکرولیتر از  45۰بررسی فیبریلاسیون برای  ،سپس .شد

میکرولیتر  5۰همراه  را حاصللفاسینوکلئین آپروتئین 

گراد قرار درجه سانتی 37مگنت در دمای بافر تریس و 

در  پروتئینبرای تعیین غلظت پروتئین، جذب داده شد. 

نانومتر خوانده و با استفاده از ضریب خاموشی  28۰

ضریب خاموشی  .شدپروتئین تعیین غلظت 

 cm 1−M 5960−1نانومتر برابر با  28۰در  آلفاسینوکلئین

 است.

بر  BRICHOSبررسی عملکرد دمین  برای

 بیترتبه الیو چنددر لفاسینوکلئین، آ فیبریلاسیون

تنها و  BRICHOSتنها،  نینوکلئیآلفاس نیپروتئ یدارا

 تببا نس BRICHOSهمراه ، ویال حاوی سینوکلئین

و دمین  الفاسینوکلئیناز  1:2۰و  1:1۰ مولی

BRICHOS .غلظت  ترکیب شدندBRICHOS  با

 گیری شد.برادفورد اندازه

 

  Tتیوفلاوین فلورسانس . 4-2-2

های آمیلوئیدی از محلول برای ارزیابی تشکیل فیبریل

که با استفاده از سرنگ فیلتر   Tوینشده تیوفلاتهیهتازه

در این  Tتیوفلاوین. غلظت شدشده بود، استفاده 

از هر نمونه  µL 1۰میکرومولار بود.  25محلول 

از محلول تازه µL 1۰۰۰شده را به انکوبهپروتئین 

میکرومولار اضافه شد. طول  25با غلظت   Tتیوفلاوین

ری بین نانومتر و محدوده نش 44۰موج برانگیختگی 

 نانومتر انتخاب شد.    55۰تا  45۰

  

 میکروسکوپ الکترونی. 5-2-2

تصاویر میکروسکوپ الکترونی عبوری با استفاده از 

د. شمشاهده و عکسبرداری  Hitachi Hu-12Aدستگاه 

گرم در میلی 1/1آلفاسینوکلئین با غلظت  لیتر ازمیکرو 5
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ه از کربن شدهای پوشیدهداشته و روی گریدلیتر برمیلی

آمیزی با استفاده از اورانیل . سپس رنگشدقرار داده 

استات دو درصد و پس از دو تا پنج دقیقه عکسبرداری 

روسکوپ الکترونی عبوری از نمونه با استفاده از میک

 انجام شد.

 

 نتایج .3

 BRICHOSکلون ژن دمین  . 1-3

 Bri2قسمتی از پروتئین  BRICHOSاینکه دمین دلیلبه

دست مینه این ناحیه بهآت کلون آن ابتدا اسید جه است،

توسط سازی و بهینه Ecoliمد و ژن آن جهت بیان در آ

 سنتز شد pUC57در وکتور فرانسه   Genecustشرکت 

 .(1)شکل 

 
Amino acid 

MSVPVPEFADSDPANIVHDFNKKLTAYLD

LNLDKCYVIPLNTSIVMPPRNLLELLINIKAGT

YLPQSYLIHEHMVITDRIENIDHLGFFIYRLCH

DKETYKL 

 

Optimized sequence 
CATATGTCCGTTCCTGTACCAGAATTCG

CAGACTCTGACCCGGCTAACATCGTTCATG

ATTTTAACAAGAAACTGACCGCGTACCTGG

ATCTGAACCTGGACAAATGCTACGTGATCC

CGCTGAACACTTCTATCGTGATGCCGCCGC

GTAACCTGCTGGAACTGCTGATTAACATCA

AAGCCGGTACCTATCTGCCGCAGAGCTATC

TGATTCATGAACACATGGTCATTACGGATC

GTATCGAAAATATCGACCACCTGGGCTTCT

TCATCTACCGCCTGTGTCACGATAAAGAGA

CCTACAAACTGTAACTCGAG 

مین دتوالی آمینو اسیدی و نوکلئوتیدی  .1شکل 
BRICHOS 

ژن  ،یک وکتور کلونینگ بود pUC57وکتور  چون

شد. میبه یک وکتور بیان انتقال داده  باید به آن مربوط

pET28a  جهت بیان درEcoli   بنابراینشدانتخاب .، 

طراحی  XhoIو  NdeIیک جفت پرایمر با سایت برش 

مربوط با دو جایگاه برش  ژن PCRو پس از انجام 

و روی ژل آگارز برده شد. پس از استخراج از  کثیرت

که با همین دو   pET28 aژل و هضم آنزیمی، به وکتور 

 1 به 3به نسبت  ،آنزیم محدودکننده برش داده شده بود

 T4 ligaseآنزیم  از الحاقواکنش  و برایمخلوط 

. شدترانسفرم  BL21سپس به باکتری  .استفاده شد

دادن کشت قیاز طر بینوترک دیپلاسم یحاوباکتری 

 کیوتبی یآنت یآگار حاو طیمح روی هالسلو

  دیپلاسم یکه دارا هاییسلولانجام شد و  کانامایسین

pET28a  یو کلون ندرشد کرد طیمح نیبودند، در ا 

 دادند. لیتشک

 حضور ژن مورد نظر، دییأت یآمده برادستبه دیپلاسم

مورد هضم  XhoIو  NdeIمحدودکننده  یاهمیتوسط آنز

 یهامیدر اثر هضم توسط آنز .دوگانه قرار گرفت

از  دیمحدودکننده ژن مورد نظر واردشده به پلاسم

 یصورت قطعه ژن نیجدا شد که در ا pET28aوکتور

جفت باز  5۰۰جفت باز و  3۰۰ نیواردشده در محدوده ب

جفت  5۰۰۰شده در محدوده یخطقرار گرفت و وکتور 

 .(2)شکل  باز قرار گرفت

 آن توالی ،جهش نبودیید نهایی و أبرای ت ،چنینمه

و  NCBIآمده توسط دستبه یصحت توال .تعیین شد

 یبررس www.expasy.orgبا استفاده از  نیز جهش نبود

 شد.
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 حاوی ژن pET28aنزیمی وکتور پلاسمید قبل هضم آنزیمی و بعد هضم آ -ب PCR %( محصول1ژل الکتروفورز اگارز ) -الف.(2شکل 

 

و پروتئین  BRICHOSو تخلیص دمین بیان . 2-3

 آلفاسینوکلئین

و ترانسفرم آن به داخل  BRICHOSپس از کلون ژن 

، IPTG (1های مختلف غلظت، بیان در Ecoliمیزبان بیانی 

درجه  37و  25مولار( و دمای میلی 25/۰و  ۰.5

گرفت که بهترین صورت  TBو   LBگراد در محیط سانتی

و  IPTGمولار میلی 25/۰با غلظت  LBشرایط در محیط 

نظر گرفته شد.  در ساعت 6مدت به  گرادسانتی 25دمای 

پس از لیز باکتری پروتئین در تمام شرایط فوق در پلت 

و مولار اوره محلول  8پروتئین در  ،بنابراینقرار داشت. 

نی در انتهای و با توجه به وجود دنباله هسیتیدی دناتوره

شد ستون تمایلی نیکل سفارز تخلیص  طتوس آمینی

 5۰ در بافر تریستوسط دیالیز سپس  ،(3)شکل 

 .شدریفولد ساعت  24به مدت    =pH 5/7مولارمیلی
 

 
 رمولامیلی 25/۰و  5/۰گراد و غلظت سانتیدرجه  37و  25در دمای  BRICHOSمربوط به بیان  SDSژل اکتروفورز  -الف .3شکل 

IPTG  در محیطLB بیان و تخلیص  -بBRICHOS در شرایط بهینه 

 

ئین که در مطالعات قبلی در سینوکلشرایط بیان پروتئین آلفا

ساعت در  4به مدت   IPTGمولار میلیبا یک  TBمحیط 

 وسیلهبهانجام و  ،گراد گزارش شده بودسانتیدرجه  37دمای 

نمونه خالص  سپس (4)شکل  .شدستون نیکل آگارز تخلیص 

 2/2تغلیظ شد تا به غلظت  PEG و توسط بافرشده تعویض 

 لیتر برسد.گرم بر میلیمیلی
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 سینوکلئینامربوط به بیان و تخلیص آلف SDSژل الکتروفورز   .4شکل 

 

روی فیبریلاسیون  BRICHOSبررسی اثر . 3-3

 آلفاسینوکلئین

مین و د  تخلیص پروتئین آلفا سینوکلئین پس از بیان و

BRICHOS  ،با استفاده از تکنیک   در مرحله بعد

که روش استاندارد بررسی تشکیل  Tفلورسانس تیوفلاوین

بر  BRICHOSاثر ضد تجمعی دمین فیبریل است، 

منظور یناهب .شد مطالعهفیبریلاسیون آلفاسینوکلئین 

 نیپروتئ یکنترل که فقط دارا بیترتا ب هاییویال

دو و در به تنهایی  BRICHOSدیگری ، ندبود نینوکلئیآلفاس

با دو نسبت  BRICHOSهم آلفاسینوکلئین به همراه  الیو

گراد و وجود سانتیدرجه  37  یدر دما 1:2۰و   1:1۰

 ،مدت نیگذشت ا با. شدانکوبه  ساعت 48به مدت مگنت 

طبق  Tتیوفلاوینهای مختلفی برداشته و با نمونه در زمان

ه خواندآن شر فلوروسانس نسپس و  ها مخلوطبخش روش

دمین  ،دشومیداده نشان  5شکل در که طورشد. همان

BRICHOS  با افزایش غلظت و فیبریلاسیون  باعث کاهش

در شروع فیبریلاسیون نیز  یخیرأبه ت ،ن علاوه بر کاهشآ

  .(5)شکل  شودمیمنجر 

 

 
. فیبریلاسیون آلفاسینوکلئین Tتیوفلاوینبا تکنیک فلورسانس  نینوکلئیآلفاس ونیلاسیبریبر ف BRICHOS نیاثر دم یمودار بررسن .5شکل 

با دو  BRICHOSفواصل زمانی متفاوت در عدم حضور و حضور  گراد درسانتیدرجه  37لیتر در دمای میلیگرم بر میلی 2/2با غلظت 

 بررسی شد. 2۰/1و  1۰/1نسبت 
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در حضور و عدم حضور نیز  فیبریلاسیون سینوکلئین 

BRICHOS  تکنیکبا استفاده از  1/10در غلظتTEM  

 ،شودمیمشاهده  6در شکل طورکه همان .شدبررسی 

شود میبه مخلوط واکنش باعث  BRICHOSشدن اضافه

 این امر کهکاهش یابد مقدار فیبریلاسیون آلفاسینوکلئین 

 کند.مییید أرا ت Tتیوفلاوینآمده از تکنیک دستبهنتایج 

 

 
 BRICHOSحضور  -در عدم حضور و ب -آلفاسینوکلئین الف شدهلیتشکاز تجمعات  یعبور یالکترون کروسکوپیم ریاوتص .6شکل 

 

 بحث .4

سبک  رییو تغ یریپ فرایندبا  یدیلوئیتجمعات آم لیتشک

 جادیآن ا امدیتنگاتنگ دارند که پ یارتباط ،یزندگ

و  نسونیپارک مر،یآلزا ماریهمچون ب یدیاختلالات شد

و  یسلولدرونبا تجمعات  هایماریب نیاست. ا گتوننیهانت

 یدیلوئیآم یبرهایبه شکل ف عمدتاً ومرتبط  یسلولنیب

 . (19و 18) هستندبتا  یساختار هاییژگیوبا  محلولنا

بدون توجه به  ن،یپروتئ کی یدیلوئیحالت آم معمولاً

 یهارشتهآن به شکل  یعیساختار طب ای یدینواسیآم یتوال

شود. یماز ساختار صفحات بتا آشکار  یغن برمانندیف

 هانیپروتئو  دهایاز پپت عیوس یفیط یرو که هاییشیآزما

 دهد،نشان می است، شده انجام یشگاهیآزما طیدر شرا

 ستین ینادر دهیپد یدیلوئیآم یساختارها لیتشک ییتوانا

 باًیبلکه تقر ،باشدمرتبط  هایماریباز  یتعدادبا فقط که 

حالت خاص  طیشرا در توانندیم هانیتئانواع پرو

به خود  یمشخص یعنوان شکل ساختاررا به یدیلوئیآم

 بولار،گل هاینیپروتئ یعیطب هایحالت. همانند رندیبگ

به هم در  کیمنظم و نزد اریبس زین یدیلوئیآم یساختارها

 هایبرخلاف حالتاما  رند،یگیمقرار  گریکدیکنار 

 رهیدر زنج کیشترک و ژنرم یمعمار کی هاآن ،یعیطب

خاص و  اتیخود دارند، هرچند که جزئ یاصل

 رهیزنج یو توال باتترکی با هاآن یساختار اتیخصوص

 همچنین،شان متفاوت است. یدینواسیآم یاجزا یجانب

 ک،یولوژیزیف طیشرا در دهد، امکان داردنشان میشواهد 

از  دارتریپا هانیاز پروتئ یاریبس یدیلوئیحالت آم

 .(22-2۰) باشد هاآن یعیو طب یعملکرد هایلتحا

 زاییبیآس نیاست که ارتباط ب زیادی مدت اگرچه 

مرتبط با ناجور  هاییماریبو  یدیلوئیرسوبات آم

که  یخاص سمیمکان ،استشده مشخص  یتاخوردگ

بحث دارد.  یکند هنوز جایمرا القا  زاییبیآس

 یهایندفرابعد از اختلال در  یدیلوئیآم یهایماریب

حالت  لیمانع از تبد هک ایکنندهکنترل ای یمیتنظ
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منفرد به حالت  ینیپروتئ هایمولکول یعیو طب یعملکرد

در اثر  ،جهیدر نت .شوندیمشود، آغاز یمناجور تاخورده 

 اتیح یعیطب یهافرایند در هانآ نیب هایکنشانیم

از  یناش هاییماریشود. در ب جادیاختلال اتواند یم

 یاتیح هایاندامدر  نچهآ رینظ یستمیس سیدوزیوئلیآم

عملکرد  یعلت اصل احتمالاً ،دهدیممثل کبد و طحال رخ 

است که  یلیبریرسوبات ف ادیز زانمی ،اندام آن یعیطب ریغ

 هاییماریدر ب .رسدیم زین لوگرمیاز موارد به ک یدر برخ

شده لیتشک یدهایلوئیآم زانیم یعصب ستمیبرنده سلیتحل

 نیممکن است ب یکم باشد و ارتباط کم اریبس تواندیم

امروزه  .شود دهید یماریرسوبات و شدت علائم ب تیکم

مطالعات زیادی روی ترکیبات مهارکننده فیبریلاسیون 

، شناسایی سازوکار آنکه دو جنبه اصلی  شودانجام می

 ترمعاو  ثرترؤم هکنندرمها تترکیباعمل آنها و یافتن 

در  فیبریلهادر  مولکولی بین یکنشهانمیا یافتن. است

 .(23-2۰) ستا مهم ریمها تترکیبا حیاطر

های نیز پروتئین ولیــمولک یاــهوناپرــچ

 گیردتاخو به کمک باو  کنندمی شناساییرا  ردهبدتاخو

 شوندمی آنها یبعد تجمعو  هماییدگراز  مانع آنها صحیح

شف شده ک BRICHOSبه نام  ینیدم یبه تازگ. (24-28)

 ناقص تاخوردن از و عمل هاچاپروناست که مانند 

 نینام ا. کندیم یریجلوگ دیلوئیآم لیو تشک هانپروتئی

 نیکه اگرفتند  ینیسه پروتئ ییرا از حروف ابتدا نیدم

 FDDو    FBD یماری، که با دو بBRI2: داشتندرا  نیدم

کوندروسارکوما  یماریب اب Chondromodulin .داردارتباط 

سندروم  یهایماریب اب Surfactant Cمرتبط است و 

 . (16-14) یویو شکاف ر یزجرتنفس

ها ها و نقش چاپروندلیل اهمیت امیلوئید در بیماریبه

پس مطالعه  نیاخیر تشکیل آنها، در أدر حذف، کاهش یا ت

 BRICHOSاز کلون، بیان، تخلیص و ریفولد دمین 

آن بر   یضد تجمع تیخاص  BRI2شده از پروتئین گرفته

 نیانتخاب ا دلیلفیبریلاسیون آلفاسینوکلئین بررسی شد. 

 ضد تیخاص بود که قبلاً نیا پژوهشاین در  نیدم

و  BRI2 هاینیاز پروتئ BRICHOS هایدمینی تجمع

proSP-Cی، رو Aβ (مریآلزا یماریعامل ب) و  یبررس

 BRI2 نیپروتئ حاصل از نیدم این ریثأشده و ت دییأت

 نیا یبه بررس ،بنابراین .نشان داده بود یبهتر جهینت

که عامل  نینوکلئیشونده آلفاسلیبریف نیبر پروتئ تیخاص

 تیفعال نکهیا دیبه ام .میپرداخت ،است نسونیپارک یماریب

 کاهش پیشرفت یسوبه را ین راهیدم نیا یچاپرون

 .دیبگشا یعصب بیتخر هاییماریب

شدن بهینهاز  پس BRICHOS نیدمژن منظور، یناهب

 اجسام تجمعی به صورت و کلون در وکتور بیانی مناسب

(inclusion body ) شدن در اوره حلکه پس از شد بیان

مولار توسط ستون نیکل آگارز تخلیص و با دیالیز  8

، 2۰به  1  و 1۰به  1 مولی با نسبت. سپس شدریفولد 

 ونیلاسیبریف طیدر شرااثر داده و  نینوکلئیآلفاس یرو

توسط  فعالیت ضد تجمعی آن نینوکلئیآلفاس نیپروتئ

 یهاو خوانش نشر فلورسانس آن در زمان  T نیوفلاویت

و  نآمی لیدو حلقه بنز T نیوفلاوی. تبررسی شدمختلف 

-کربن وندیدو حلقه آزادانه حول پ نیکه ا دارد ولیبنزات

 یرا ط گریکدیو تابش فلورسانس  چرخندیمکربن 

. کنندیم یکردن( خنثخاموش) quenching دهیپد

موجود  کیآرومات یدوهایرز نبی ها،حلقه نیکه ایزمان

حرکت  ،رندیگیمقرار  یدیلوئیآم هایلیبریف نیدر ب

 توانندینم گریو د شودمیدو حلقه مختل  نیآزادانه ا

بنابراین  .را خاموش کنند گریکدیتابش فلورسانس 

نشر  زانی، مهالیبریف زانیم با افزایش رودمیانتظار 

 نیز در این مطالعه .افزایش یابد زین نیوفلاویفلورسانس ت

 ازت بهر دو نس با افزودن Tنشر تیوفلاوین  کاهش

BRICHOS شدن تشکیل کم نینوکلئیآلفاس مخلوط به

در حضور دمین  نینوکلئیآلفاس نیپروتئ لیبریف

BRICHOS 1:1۰نسبت مولی در البته . دهدرا نشان می 

خیر در أتبر کاهش فیبریلاسیون،  علاوه BRICHOSاز 
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های فیبریلبررسی . شدمشاهده  نیز ایجاد فیبریل

در حضور و عدم حضور  TEMایجادشده توسط 

BRICHOS کاهش تشکیل فیبریل  نیز بررسی شد که

براساس . دادرا نشان  BRICHOSآمیلوئید در حضور 

 نیدممطالعات قبلی و همچنین این تحقیق  نتایج

BRICHOS لیبریف لیدر روند تشک Aβ جادیتداخل ا 

 .اندازدیم ریخأشدن را به تلیبریف نیکند و روند ایم

 Aβ دروفوبیهسته ه دهد،نشان می αβمطالعات روی 

(HHKLVFFAED) باردار موجود در  یدوهایتوسط رز

 تواندیم نیا و است احاطه شده BRICHOS نیدم

با  باشد. BRICHOS نیاتصال دم یبرا یهدف یوبستراس

ساختار آلفاسینوکلئین نیز توجه به مطالعات گذشته روی 

ناحیه هیدروفوب وجود دارد که امکان مکانیسم مشابه 

و  16-14) شده برای سینوکلئین وجود داشته باشدارائه

29). 

 تیلفعا ،با توجه به نتایج این مطالعه و مطالعات پیشین

 کنندهعمنیا  نندهمحدودک تواندمی BRICHOS نیدم

. شود یدیپپتیپلمستعد  یبدتاخوردن و تجمع نواح

 یبرا یریمستواند می نیدم نیا یچاپرون تیفعال

 که کند جادیا یدیلوئیآم هاییماریبدرمان  ای یریشگیپ

 دادنبیشتر و انجام یمولکول اتیجزئ دنیفهم ازمندین

 .باشدو بالینی  invivo هایآزمایش
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Abstract 
Protein deposition due to the process of accumulation inside or outside cells 

causes many neurological diseases such as Alzheimer's, Huntington's or 

Parkinson's seizures. Parkinson's disease is the second most common 

neurological disease after Alzheimer's, in which patients develop disorders 

due to the accumulation of leprosy and the destruction of dopamine neurons. 

Alpha-synuclein protein contains 140 amino acids, the main protein known 

in lewy body accumulations. During the aggregation process, alpha-

synuclein protein monomers bind together as oligomers and eventually 

become amyloid filaments. So far, there is no drug to stop or delay the 

progression of Parkinson's, but studies on the molecular mechanism of 

amyloid formation and the identification of inhibitors are increasing. For this 

purpose, in this study, the effect of BRICHOS domain resulting from BRI2, 

which can have various functions, including antimicrobial properties, on the 

process of alpha-synuclein accumulation as a model protein was 

investigated. The gene was first optimized and synthesized and then 

multiplied by PCR. The product was digested by enzymes Xho I and Nde1 

and cloned into the expression vector pET28 a, which was then transformed 

into E. coli bacteria. Finally, the peptide was purified by nickel 

chromatography. The alpha-synuclein gene was also expressed separately 

and purified. The anti-cumulative effect of BRICHOS domain on alpha-

synuclein fibrillation was investigated using Thioflavin T fluorescence 

method and TEM technique. 
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