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 چکیده

 مهره گونه چندین در که است شده محافظت بسیار دالتونی کیلو ۵۵ هموتترامر پروتئین یک ترانستیرتین

سان جمله از داران شاهده نیز گیاهان و نماتدها ها، باکتری در و دارد وجود ان ت قبلی مطالعا .شودمی م

ی آلزایمر( )عامل بیمار آمیلوئید بتاو  ترانسوتیرتین نیب میکه تعامل مسوت  دهدمینشوان  صوورت گرفته،

سالد، شودمیهر دو  ای یلیبریف تخریب، آمیلوئید بتاوجود دارد که منجر به مهار تجمع  شته،  یهار  گذ

تر یسم ،اندشده لیتجمع تشک فرایند اثر که در أمیلوئید بتا یگومریلوا یهاکه گونه دهدمیشواهد نشان 

ستند.  یهافیبریلاز  ست که چن مطالعاتبالغ ه شان داده ا سطه ال نین سط  زین یگومریوا با  میانکنشتو

ن هنوز مکانیسووم دقیا اتلووال آمیلوئید بتا به پروتئی هرچند ،شووودمی لیتعد ترانسووتیرتین یهاپروتئین

ست.  شده ا شخص ن ستیرتین م سانی، اثرات تران ستیرتین ان در این مطالعه پس از تخلیص پروتئین تران

ایت به ی مختلف نشان داده شد و در نههاروشتشکیل آمیلوئید بتا به پروتئین ترانستیرتین برای مهاری 

سنجش  سطحی ن ش این میانکنشکمک مطالعات  سیته  ستیرتین هیدروفوبی ها در فعالیت چاپرونی تران

سی  سم. شدبرر سکاچارد نمودار ر  از حاکی (PSHپروتئین ) سطحی آبگریزی میزان کمی بیان برای ا

دارند.  های اولیگومری آمیلوئید بتا راافزایش میزان هیدروفوبیسوویته ترانسووتیرتین پس از اتلووال به فرم

ائه شووده در این تح یا بینشووی در مورد تبیعت و میانکنش های درگیر در مراحل اولیه تشووکیل نتایج ار

ایج نشوووان داد که نت .کندفیبریل در پروتئین آمیلوئید بتا و نحوه میانکنش آن با ترانسوووتیرتین فراهم می

شباحتمالا میانکنش لال مورد مطالعه ن ش دارد. با توجه به  سیته در ات ستمهای هیدروفوبی سی های اهت 

های آمیلوئیدی شناسی بیماریتری از آسیبد درک عمیاتوانمیهای توصیف شده آمیلوئید، یافتهتشکیل 

 ایجاد کند.

 

 ا، آمیلوئید بتیمیلوئیدآی هافیبریل، ترانستیرتین، های تخریب علبیبیماری :واژگان کلید
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 مقدمه -1

یک پروتئین پلاسما است که به تور  (1TTR) ترانستیرتین

 .شودمید و شبکه کوروئید در خون ترشح عمده توسط کب

تدا  های  "پرآلبومین"در اب گذاری شووود، زیرا در ژل  نام

ص گیرد. بعدا مشخالکتروفورز جلوی باند آلبومین قرار می

های تیروئید و د به هورمونتوانمی ترانسوووتیرتینشووود که 

نابراین پرو تئین اتلوووال دهنده رتینول متلووول شوووود، ب

ستیرتین را برای آن به کار بردند تابیوشیمیست ها نام تر ا ن

ن ش آن را به عنوان یک انت ال دهنده هورمونهای تیروئید 

صیف کندAو رتینول )ویتامین  ستیرتین. [1] ( تو یک  تران

ساختار بلوری  است وکیلو دالتونی  ۵۵پروتئین هموتترامر 

که این پروتئین  دهدمینشوووان  این پروتئیناشوووعه ایکس 

دارای شوووکل کروی اسوووت و از چهار زیر واحد  نی از 

سان و  ست. -12۷صفحه بتا یک شده ا شکیل  سید ت آمینو ا

های  ی ند هار مونومر موجود در تترامر از تریا پیو ر چ

ند. هر مل دار عا کدیگر ت با ی یک  کووالانسوووی  مونومر از 

شته  شت ر شکیل  2بتا  یر موازیمارپیچ کوچک آلفا و ه ت

و  DAGH)رشووته های  صووفحه بتاشووده اسووت که در دو 

CBEFبتا تشووکیل شووده اند.  -( به شووکل یک بشووکه آلفا

یه تترامر  pHم دار  عث تجز با ه ب ترانسوووتیرتینپایین 

یک فعل و انفعال قوی بین دو مونومر  .شووودمیمونومرها 

صووورت تترامر تولید بهکه  شووودمیباعث ایجاد دیمرهایی 

سازند که توسط کانال آبگریز مرکزی را می شوند و یکمی

هایی از هر دو دیمر تشووکیل شووده اسووت. این اسووید آمینه

های دو محل اتلوووال مشوووابه برای هورمون کانال دارای

 ندتوانمیهای اتلوووال اسوووت. این مکان (T4) تیروئیدی

ترکیبات کوچک دیگری را که در پلاسما وجود دارد مانند 

ای رژیم  ووذایی یووا حتی مشوووت ووات متووابولیسوووم، اجز

عنوان دارو را نیز در های کوچک تجویز شوووده بهمولکول

 .[2] (1)شکل جای دهندخود 

شان داده شگاهی ن ستیرتین به  شواهد متعدد آزمای ست که تران ا

های علوووبی در  چاپرون ن ش حفاظتی را در سووولول  عنوان 

فا  ماری آلزایمر ای ندمیبی یل م ایسووووهک یه و تحل ای . تجز

رم سترانستیرتین، کاهش قابل توجهی در  لظت این پروتئین در 

سه با  و مغزی -خونی سمای بیماران مبتلا به آلزایمر در م ای پلا

ه است. علاوه بر این، سطح ترانستیرتین در افراد سالم نشان داد

ماری و فراوانی پلاک مغزی-سووورم خونی های با شووودت بی

آمیلوئیدی رابطه منفی دارد و سووطح ترانسووتیرتین در پلاسووما با 

با توجه به خلوصیات . [3]مرحله بیماری نیز ارتباط منفی دارد 

ستیرتین و آمیلوئید بتا ) نشان  ، کاستا و همکاران(Aβاتلال تران

، و Aβدادند که ترانسووتیرتین قادر اسووت با مونومرهای محلول 

شهافیبریلهمچنین الیگومرها و  شته با د ی آمیلوئید بتا تعامل دا

ترانسووتیرتین مانع از  .شووودمی Aβو باعث خنثی کردن سوومیت 

 دهد.ها را افزایش میو تخریب فیبریل شودمیالیگومریزاسیون 

 

 
 ترانستیرتیناست. با تشکیل یک کمپلکس تترامری،  (T4هورمون تیروکسین ) با (PDB code: 2rox) ترانستیرتینساختار کمپلکس  1شکل 

   .شودمیدر این مدل اشغال  T4که توسط دو مولکول  دهدمیدو حفره اتلال آبگریز را تشکیل 

                                                           
1 Transthyretin 2 beta anti parallel 
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های با هدایت هسته ترانستیرتینکه  دهدمیهای اخیر نشان داده

 Aβ عث کاهش سوومیتالیگومری به تجمعات  یر آمیلوئیدی با

های فرایند، از Aβبا اتلوووال به الیگومرهای  و همچنین ،شوووده

باعث کند و در نتیجه جلوگیری میاولیه و ثانویه  زاییهسوووته

 .[4] شودمیی آمیلوئیدی هافیبریلرشد  مهار

 دآلزایمر با رسوووپ پپتید آمیلوئیبیماری همانطور که گفته شوود، 

تا های خارج سووولولی در مغز همراه اسوووت. در پلاک (Aβ) ب

ست که  شان داده ا سان ن شگاهی و داخل بدن ان مطالعات آزمای

کند، در مغز عمل می Aβبه عنوان یک مهار کننده  ترانسووتیرتین

مع تج فرایند اما مکانیسم آن به تور کامل مشخص نشده است.

بسیار پیچیده است و به همین دلیل، روشن شدن مکانیزم تجمع 

Aβ سالب ست. در  های اخیر، جامعه علمی سیار چالش برانگیز ا

بر روی رویکردهای جنبشی برای شناسایی سازوکارها در سطح 

چاپرون کاربرد اثرات  عات و  ها تمرکز کرده مولکولی این تجم

ست تجمع یک گام مهم در جهت درمان  فراینددرک  ،بنابراین. ا

های مولکولی های تجمعمکانیسووم و تشووخیص بیماری اسووت.

نده  ید کن یلتول ید را هافیبر تهبه  توانمیی آمیلوئ و  ییزاهسووو

مکانیسم های رشد )رویدادهایی که منجر به افزایش جرم تجمع 

ظر با در ن توانمیرا  زاییهسته( ت سیم کرد. رویدادهای شودمی

گرفتن اینکه آیا آنها به جمعیت تجمعات بسووتگی دارد به عنوان 

بندی کرد. در مراحل اولیه رشووود انویه تب هه و ثهای اولیفرایند

های اولیه به هم متلوول شووده و ی امیلوئیدی هسووتههافیبریل

، شووواهد اخیرهای . در سووال[۵] شوووندمیاولیگومرها تشووکیل 

ندکه در اثر  Aβلیگومری وهای اکه گونه دهدمینشوووان   فرای

ی بالغ هستند. چندین هافیبریلتر از اند سمیتجمع تشکیل شده

سطه الیگومری نیز ممکن  ست که چنین وا شان داده ا گزارش ن

ی مولکولی چاپرون تعدیل هاپروتئیناسووت توسووط اتلووال با 

شند  ندتوانمیی مولکولی هاچاپرونشود. این  عوامل درمانی با

که چنین گونه های سووومی را مورد هدر قرار می دهند و یک 

جان انگیز در مانی هی های  هدر در ماری  نده بی یب کن تخر

 .هستند سیستم علبی

لبی گین ش محافظت کنند مطالعهچندین  سترا به  ع  یرتینتران

های مختلف، هم در سیستم علبی محلدر که دهند، نسبت می

به ایفای ن ش می مرکزی و هم در سوویسووتم علووبی محیطی

هنوز مکانیسوووم دقیا نحوه اتلوووال آمیلوئید بتا به  اما پردازد،

ست. در این مطالعه  شده ا شخص ن ستیرتین م سی بر برایتران ر

به پروتئین ترانسوووتیرتین، میزان  تا  ید ب نحوه اتلووووال آمیلوئ

ضور و ستیرتین در ح سیته پروتئین تران ضور  هیدروفوبی عدم ح

گومرهای یپس از ایجاد اول کار. برای این شدآمیلوئید بتا بررسی 

ن آمیلوئید بتا تاثیر آن بر میزان هیدروفوبیسیته سطحی ترانستیرتی

 . شدبررسی 

 هاروشمواد و  -2

 تخلیص پروتئین ترانستیرتین 2-1

باکتری  درترانسووتیرتین انسووانی نوترکیب از ژن  برای تخلیص

ستفاده  شیاکلی ا شر شت باکتر پس . به این منظورشدا ی به از ک

مک سوووتون ماتوگرافی پروتئین مورد نظر تخلیص ک های کرو

یت ان از ژل  .[6]شوووود برای تعیین درصوووود خلوک و کیف

. پروتئین آمیلوئید بتا از شووداسووتفاده  SDS-PAGEالکتروفورز 

 . شدسیگماآلدریچ خریداری 

 بررسی کدورت سنجی 2-2

آمیلوئید بتا در حضووور و عدم حضووور پروتئین تجمع حرارتی 

فرابنفش  -با دستگاه اسپکتروفوتومتری مرئی انسانیترانستیرتین 

مورد مطالعه قرار گرفت. به علت تجمع پروتئین، جذپ ظاهری 

ست. در این مطالعه از آن بالا می سار نور ا شی از انک رود که نا

ست. 400تول موج  شده ا ستفاده   نانومتر برای تع یب تجمع ا

نانومتر،  400 تول موج ،دستگاه اسپکتروفوتومتر مد سینتیکدر 

نانومتر، دمای مورد نظر، فاصووله زمانی  4پهنای شووکار تهییج 

ه برای تهی. شووودتنظیم پروتئین تجمع ها و زمان لازم برای داده

اسووتفاده  =mM ۵0 ،4/۷pHهای ذخیره از بافر فسووفات محول

، برای تهیه نمونه مورد مطالعه از نمونه که مدنظر بود در شووود

سفات   HClآن به ترتیب با افزودن  pHکه  لارمیلی مو ۵0بافر ف

 ، استفاده شد.شدتنظیم 

ی   2-3 ی بررسییی تشیی  مک هافیبر به ک یدی  ی آمیلوئ

  (SEM) می روس وپ ال ترونی نگاره

وسوووط ت لیبریف لیتشوووکی پروتئینی بمنظور بررسوووی هانمونه

 ری( تلوووTESCAN VEGA3با مشووخلووات ) SEMدسووتگاه 

کار، ب .شووودند یبردار ها، و ت پروتئین ترانسوووتیرتینرای این  ن

 آمیلوئید بتا تنها و همینطور ترانسووتیرتین در حضووور آمیلوئید بتا

. شوودمطالعه  مورد نظر، pHو  دما طیدر شوورا یریگپس از قرار

نهسوووپس،   یها توسوووط تلا پوشوووش داده شوووده و برانمو
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نت ل نگاره م یالکترون کروسووکو یگاه مدسووتبه یربرداریتلووو

 شدند.

سطحی پروتئین به کمک  2-4 سیته  سی میزان هیدروفوبی برر
ANS 

شر  شدت پایین  ی آبی بههامحلولدر  ANSشدت ن تنهایی به 

شر آن  لال آن به مناتا آبگریز ماکرومولکول، ن ست، ولی با ات ا

سمت تول موج شرش به  شینه ن تر های کوتاهافزایش یافته و بی

دلیل باردار بودن، . از ترر دیگر این مولکول به شودمیجا جابه

رو از این ، از اینباشوودمیقادر به نفوذ به مناتا آبگریز داخلی ن

گیری نسوووبی و کمی عنوان یک نشوووانگر برای اندازهترکیب به

. [۷] اسوووتفاده کرد توانمی هاپروتئینمیزان آبگریزی سوووطحی 

ابنده ی متغیر و افزایش یها لظتتیتراسوویون محلول پروتئین با 

ANS د اتلاعاتی را در مورد تغییرات میزان اتلال توانمیANS 

ست، فراهم کند. جهت  به سطوح آبگریز آن ا آن، که معیاری از 

مایش از  لظت ان لیتر پروتئین بر میلی گرممیلی 2/0جام این آز

ستفاده شد. برای ثبت تیف ستفاا ه دها از دستگاه فلوئورسانس ا

شکار تهییج  3۸0شد. تول موج تهییج  شر  10نانومتر،   10و ن

نانومتر جهت ثبت تیف نشووری  600تا  400نانومتر و محدوده 

ANS  انتخاپ شد. برای انجام تیتراسیون و رسم نمودار، پروتئین

مولار تیتر میلی 6از محلول ذخیره  ANSهای مختلف با  لظت

سیون ت 3شده و بعد از  شری آن ثبت دقی ه انکوبا ، تا شدیف ن

شووودت نشووور آن تغییر نکند.  ANSزمانی که دیگر با افزایش 

و در  pH 4/۷میلی مولار  ۵0آزمایش با بافر فسوووفات سووودیم 

لیتر انجام شد. اتلال میلی 3دمای اتاق داخل سل فلوئورسانس 

ANS  به پروتئین از قوانین اتلال لیگاند به ماکرومولکول تبعیت

از معادله اسوووکاچارد  توانمیهای آن نالیز دادهکند و برای آمی

لال  سکاچارد برای ات ستفاده کرد. معادله ا به پروتئین به ANSا

 صورت زیر است:

(1-1) 

𝐹

[ANS]Free
=
𝐹max

𝐾D
app −

𝐹

𝐾D
app 

  ،ANSشوووودت نشووور فلوئورسووووانس  Fکووه درآن 

Free[ANS] لظت ANS  ،آزادmaxF ی نشوور م دار بیشووینه

ANS های آبگریز ، که نشووانگری از تعداد جایگاهباشوودمی

لال  شدمی ANSسطحی برای ات 𝐾𝑑و  با
𝑎𝑝𝑝

 ثابت تفکیک 

دسووت آوردن میزان . برای به[۸, ۷] باشوودمی ANSظاهری

[ANS] آزاد، نمودار شووودت فلوئورسوووانس(F)   در م ابل

رسوووم شووود. پروتئین دارای چندین  ANS (c) لظت کل 

لال برای  ست. در این آزمایش  ANSجایگاه ات تا  لظت ا

باشوود. به این می برابر با  لظت پروتئین ANS مشووخلووی

شده ANSهای ی مولکولهمه معنی که لل  به پروتئین مت

، هر م دار که ANS لظت مشووخلووی از عبارتی تا اند، به

ANS  لل شود، به پروتئین مت ضافه  به محلول پروتئینی ا

آزاد در محلول وجود نخواهد داشوووت.  ANSو  شوووودمی

نابراین حدوده، این در  ،ب طهرم ی خطی بین شوووودت اب

ی وجود دارد که این معادله ANSفلوئورسووانس و  لطت 

 خطی برابر است با:

 (1-2                         )F=βc 

)شیب خط( ضریب تناسب بین شدت  βدر این رابطه 

. ضریب شودمیمحسوپ  ANSفلوئورسانس و  لظت 

از شیب  ANS (β)تناسب بین شدت فلوئورسانس و  لظت 

خط نمودار مربوته )شدت فلوئورسانس در م ابل محدوده

 ANSدر ادامه،  لظت  ،( محاسبه شد. سپسANSی  لظتی 

 :شدی زیر محاسبه متلل شده با استفاده از رابطه

(1-3) 

 

 

متلووول  ANSدسوووت آوردن م دار که برای به به این معنا

های بیشتر های فلوئورسانس مربوط به  لظتشده، شدت

سیم ANS ی خطیاز محدوده سب ت  ضریب تنا . شد، بر 

ی آزاد از تریا معادله ANSهای در ادامه  لظت مولکول

 دست آمد:زیر به

 

(1-4) 

F ،𝐾𝑑در برابر  F/[ANS]Freeحال با رسوووم نمودار 
𝑎𝑝𝑝  از

)شوودت فلوئورسووانس بیشووینه در  Fmaxشوویب نمودار و 

پس  آید.دسووت میبه ا( از تول از مبدANS لظت اشووبا  
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𝐾𝑑دسووووت آوردن م وادیر از بوه
𝑎𝑝𝑝   وFmax  از نمودار

اسکاتچارد، اندیس آبگریزی سطحی پروتئین در حضور و 

ی زیر محاسوووبه ، با اسوووتفاده از رابطهآمیلوئید بتا  یاپ

 :شودمی

(1-۵)  

 
میلی بر گرممیلیبر حسوووب در این رابطه  لظت پروتئین 

, ۷] اشووودبمیلیتر و ثابت تفکیک نیز با واحد میکرومولار 

۸]. 

بررسییی سییا تار دوو پروتئین به کمک دورن   2-5

 (Far-UV CDنمایی دورانی در ناحیه دور )

آشووکار  برایدسووتگاه دورنن نمایی دورانی در ناحیه دور 

ستفاده ساختار دوم ا . ثبت تیف [۹] شد ساختن جزئیات 

سپکتروپلاریمتر ستفاده از دستگاه ا -21۵) های مربوته با ا

AVIV )2/0وم در  لظت . مطالعه سووواختار دانجام شووود 

پس از تشوووکیوول  قبوول و لیتر پروتئینگرم بر میلیمیلی

 ی آمیلوئیدی انجام شد. هافیبریل

 نتایج  -3

 تخلیص پروتئین ترانستیرتین انسانی 3-1

ل  پروتئین ترانسوووتیرتین (SDS-PAGE) کتروفورزژل ا

 هاروشخالص شووده به روش ذکر شووده در بخش مواد و 

شک ستون 2ل در  شاهده 1 ) ستون شودمی( م  پروتئین 1. 

که در آن  باشدمیمربوط به مارکر  2ستونو استخراج شده 

ه با توجدارد.  پروتئین با وزن مولکولی مشوووخص قرار 12

تایج  به کمک نرمبه ن نالیز تلوووویر  درجه  ImageJافزار آ

  است. درصد ۹۹ترانستیرتین ت ریبا خلوک 

یک تجم   3-2 تا در حضییور و مدو سییینت ید ب آمیلوئ

 تین انسانیحضور پروتئین ترانستیر

پروسووووه شوووکوول گیری آمیلوئیوود بووا پیروی از الگوی 

nucleation–elongation pattern :نه گا فاز جدا با سوووه   ،

شده  شدن و فاز تعادل بنا نهاده  سازی اولیه، تویل  سته  ه

ی ها لظت حضووور درآمیلوئید بتا سووینتیک تجمع اسووت. 

ستیرتین مختلف پروتئین   رات جذپبا دنبال کردن تغییتران

 . بررسی شدنانومتر  400 در

 

 
 ترانستیرتین پروتئین به مربوط 1 ستون( A. )انسانی ترانستیرتین پروتئین شده خالص نمونه( SDS-PAGE) الکتروفورز ژل نمایش 2 شکل

 درصدی ۹۹ خلوک دهنده نشان ImageJ افزارنرم کمک به ژل مطالعه نتایج. است مارکر به مربوط 2 شماره و باشدمی شده خالص انسانی

 3۷حرارت در شده ال اء( B) بتا آمیلوئید تجمع سینتیک روی انسانی ترانستیرتین پروتئین مختلف های لظت تاثیر. باشدمی نظر مورد پروتئین

         .باشدمی مشخص شکل روی بر ترتیب به پروتئین نهایی  لظت. 4/۷ با برابر pH و گرادسانتی درجه
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شکل  شان  2همچنان که  ، مدت زمان فاز تاخیری دهدمین

های بیشووتر ترانسووتیرتین نسووبتا تولانی اسووت و در  لظت

ست یم با  لظت اولیه لورت م سب سب ا ت. ی پروتئین متنا

پروتئین ترانسوووتیرتین بالا برود مدت یعنی هرچه  لظت 

ید توجه  با بد. در ضووومن  یا تاخیر افزایش می  فاز  مان  ز

سته اولیه ) شکیل ه شت که وجود مرحله ت ( nucleationدا

و تویل سازی ممکن است یکی از دلایل پدیدار شدن فاز 

ور همانطهای سووینتیکی تجمع باشوود. تاخیری روی منحنی

شک سنجی که در  شاهده ل کدورت  شکل  شودمیم (1 

سمت  ست که مرحله  ،(Bق شان دهنده این ا سئله ن این م

سوووازی تویل ، مرحلهفرایند تجمعتعیین کننده سووورعت 

دی های آمیلوئیفرایند تجمع و تشوووکیل فیبریل باشووود.می

در عدم حضووور  شووودهمانطور که در شووکل مشوواهده می

به حضوووور این پروتئین افزایش  بت  ترانسوووتیرتین نسووو

ته اسوووت، از ترفی با افزایش  لظت چشووومگیری داشووو

پروتئین ترانسوووتیرتین زمان لازم برای تجمع افزایش یافته 

در حضوووور پروتئین ترانسوووتیرتین در  به این معنااسوووت، 

میکرومولار تجمع مشوواهده نشوود  ۵/0های بالاتر از  لظت

ظت ما در  ل پایینا مانهایی  های تر از این پروتئین در ز

مختلف تجمع مشوواهده شوود. از لحاا زمانی همانطور که 

مشووخص اسووت، در پروتئین آمیلوئید بتا در عدم حضووور 

الی  1۸0دن به مرحله تعادل پروتئین ترانستیرتین برای رسی

ستیرتین  200 ضور پروتئین تران ست، اما در ح دقی ه لازم ا

دقی ه زمان نیاز  3۵0الی  320میکرومولار به  1/0با  لظت 

میکرومولار این چاپرون، به  2/0است و در حضور  لظت 

 3/0باشوود و در  لظت دقی ه زمان نیاز می 600بیشووتر از 

ستیرتین ب شت ت ریبا میکرومولار تران ساعت  1۷عد از گذ

 هایکند و در  لظتتاخیر پروتئین شووورو  به تجمع می

ستیرتین حتی پس از گذشت  ۵/0بالاتر از  میکرومولار تران

شوووود. برای سووواعت هیچگونه تجمعی مشووواهده نمی 20

توان این تور فرض کرد، کوه کواهش این تجمعوات می

                                                           
3 Thioflavin T 

صیت چاپ شتن خا ستیرتین به دلیل دا ونی و رپروتئین تران

های میل اتلوووال به آمیلوئید بتا، امکان اتلوووال هسوووته

آمیلوئیدی به همدیگر را کاهش داده، که این مرحله، تعیین 

باشووود و به دلیل اتلوووال کننده سووورعت فرایند تجمع می

ته مانع تجمع بین هسووو تا  ید ب به آمیلوئ ها ترانسوووتیرتین 

شده و این فرایند باع کند  ث)مونومر( پروتئین آمیلوئید بتا 

 . شودمیشدن سرعت تجمع 

 3فلوئورسانس تیوفلاوین تی بررسی تغییرات نشر 3-3

تیوفلاوین تی یکی از رنن های متداول برای شووناسووایی 

ید  بال کردن تغییرات نشووور باشووودمیآمیلوئ . از تریا دن

ری تغییرات سووواختا توانمیفلوئورسوووانس تیوفلاوین تی 

ر دادن با قرا برای این کار،ئین را تا حدی بررسی کرد. پروت

ضور سل حاوی  ی ها لظتآمیلوئید بتا به تنهایی و در ح

یوفلاوین ت با اضووافه کردن و مختلف پروتئین ترانسووتیرتین

شری تیوفلاوین در بازه  نانومتر ثبت  420-460تی، تیف ن

شکل شد شاهده 3. همانطور که در  شکیل می کنید  م با ت

تی  انس تیوفلاوینفیبریل های آمیلوئیدی نشووورفلوئورسووو

یدا می با تشوووکیل فیبریلافزایش پ ند.  یدی، ک های آمیلوئ

های بتا قرار میهای تیوفلاوین تی در بین رشوووتهلمولکو

با قرار گرفتن مولکول ند.  های تیوفلاوین تی در بین گیر

قادر به  هامولکولهای آروماتیک این های بتا حل هرشوووته

شر ستند و ن سانس آنها افزایش پیدا  چرخش نی یمفلوئور

 یسووونج با مشووواهدات کدورت جینتا نی. ا[11, 10] کند

طاب ت دارد و ا ما نیم ندیم تیرا ت و لاحت  نیکه ا ک

-β یسوواختارها یریگشووکل شیافزا لیدلهجذپ ب شیافزا

sheet پروتئین ه نسوووبت ب آمیلوئید بتا نی( در پروتئلیبری)ف

شدیم یعیتب شکل  با شکیل  و احتمالا (3) نو  تجمعات ت

رای بشووده در پروتئین آمیلوئید بتا از نو  آمیلوئید باشوود. 

صفحات بتا اتمینان از افرایش  سنجیساختارهای   تیف 

نی دور ) یی دورا نمووا ین Far-UV CDدورنوون  ئ ت پرو  )

مونومر و در حالت فیبریل گرفته  صوووورتبهآمیلوئید بتا 
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، افزایش شووودمیدیده  A3که در شووکل شوود. همانطور 

نانومتر و وجود پیک منفی در  1۹0سووویگنال در محدوده 

صفحات بتا در  210محدوده  شکیل  شان دهنده ت نانومتر ن

باشد.تئین فیبریل شده آمیلوئید بتا میپرو

 

پس از تشکیل  ، در حالت مونومر و(Aمربوط به پروتئین آمیلوئید بتا ) (CD-Farنتایج تیف سنجی دورنن نمایی دور ) 3 شکل

 برای تی تیوفلاوین تستباشد. میحالت فیبریلی این پروتئین ار دوم صفحات بتا در تساخ تشکیلی آمیلوئیدی که نشان دهنده هافیبریل

  لظت. (B) ی أمیلوئیدیهافیبریلو اثر پروتئین ترانستیرتین انسانی در مهار تشکیل آمیلوئید بتا  پروتئین در آمیلوئید تشکیل تشخیص

 . باشدمی میکرومولار 20 تی تیوفلاوین  لظت وباشد در شکل مشخص می پروتئین

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 3۷میکرومولار در دمای  10پروتئین آمیلوئید بتای انسانی با  لظت  از نگاره الکترونی میکروسکو  کمک به شده تهیه تلاویر 4 شکل

سانی پروتئین ترانستیرتین ان در سمت چپ و پروتئین آمیلوئید بتای انسانی با همان شرایط در حضور 4/۷برابر با  pHگراد و درجه سانتی

        میکرومولار در سمت راست. ۵/0با  لظت 

 

 گذاره ال ترونی می روس وپ نتایج 3-4

فاده با  4SEM یا نگاره الکترونی میکروسوووکو  از اسوووت

 هب. کرد مشاهده را انگستروم چند اندازه به جسمی توانمی

لوئید آمی در آمیلوئیدی هایفیبریل مشاهده برای دلیل همین

                                                           
4 Scanning Electron Microscopy 

 ها در حضوووربتای انسووانی و اثر مهاری تشووکیل فیبریل

 کترونیال میکروسووکو  از پروتئین ترانسووتیرتین انسووانی

است،  مشخص 4همانطور که در شکل . شد استفاده نگاره

یل یل تشوووک یدی یهافیبر ت آمیلوئ ید ب بهپروتئین آمیلوئ  ا 

 میکرومولار( 10آمیلوئید بتا )میکرومولار(                           ۵/0آمیلوئید بتا در حضور ترانستیرتین )
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سیله سکو  و  در نتایج ،همچنین. شد اثبات نگاره میکرو

کل هدمی نشوووان 4 شووو ظت  در که د  ۵/0حضوووور  ل

 وئیدیآمیل یهافیبریلمیکرومولار ترانسوووتیرتین انسوووانی 

  .تاس نشده پروتئین آمیلوئید بتای انسانی تشکیل

ستیر سطحی آبگریزی گیریاندازه 3-5 تین پروتئین تران

 در حضور و مدو حضور پروتئین آمیلوئید بتا 

سیته اهمیت که اندکرده تلاش مح  ان از برخی  هیدروفوبی

و یا  آمیلوئید یهافیبریل تشوووکیل در( ۵PSH) سوووطحی

 به حسووا  نشووانگر از اسووتفاده با راها عملکرد چاپرون

شان 6ANS قطبیت سی برای .[13و12] دهند ن  احتمال برر

ین ترانستیرت پروتئین سطحی یهیدروفوبیسیته الگوی تغییر

 بیعی،ت پروتئین به نسوووبت متلووول شوووده به آمیلوئید بتا

 آرایی باز مشاهده. شدم ایسه  دو این ANS فلوئورسانس

 در ما به دتوانمی پروتئین سوووطحی هیدروفوپ هایگروه

 یهووافیبریوول تشوووکیوول در موجود هووایمیووانکنش درک

یدی ها  آمیلوئ یا مهار آن فاده با. کند کمکو   یک از اسوووت

 ،PSH تخمینی م دار آوردن دستبهاسب، امکان من نشانگر

جام با. دارد وجود مایش ان ی هاپروتئین تیتراسووویون آز

تا با ید ب ندهی افزایش یها لظت ترانسوووتیرتین و آمیلوئ  اب

ANS پروتئین به نشووانگر اتلووال میزان که دهدمی نشووان 

ستیرتین لال با تران  شکل) یابدمی افرایش و کرده تغییر ات

سم(. ۵ سکاچارد نمودار ر  آبگریزی میزان کمی بیان برای ا

طحی ین سووو ئ ت کی (PSH) پرو یزان  از حووا م یش  فزا ا

ستیرتین  سیته تران لال به فرم ۷64۷0هیدروفوبی پس از ات

تا ید ب ئه ن .دندار را ۸2۹40 های اولیگومری آمیلوئ تایج ارا

پژوهش بینشووی در مورد تبیعت و میانکنششووده در این 

یه تشوووکیل فیبریل در  ن پروتئیهای درگیر در مراحل اول

راهم میف ترانسووتیرتینآمیلوئید بتا و نحوه میانکنش آن با 

هووای ایج نشووووان داد کووه احتمووالا میووانکنشنتوو .کنوود

سیته در  لال هیدروفوبی وجه ت ن ش دارد. بامورد مطالعه ات

های توصیف های تشکیل آمیلوئید، یافتهبه شباهت سیستم

های شناسی بیماریتری از آسیبد درک عمیاتوانمیشده 

 آمیلوئیدی ایجاد کند.

 
 پروتئین ترانستیرتین به ANS اتلال اسکاچارد نمودار و( A) ی ترانستیرتین و آمیلوئید بتای انسانیهاپروتئین تیتراسیون نمودار ۵ شکل

 (.C) پروتئین ترانستیرتین انسانی در حضور آمیلوئید بتا و( B) انسانی

 

                                                           
5 Protein surface hydrophobicity 
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 گیری و بحثنتیجه -4

شته شکیل ر صی پیروی میمراحل ت کند. با ها از الگوی خا

یک فاده از تکن های مختلف اسوووپکتروسوووکوپی، اسوووت

سکوپی و  شتهمیکرو صا به ر لا لل ترکیباتی که اخت ها مت

سینتیکردروند تغییرات را مشخص  توانمیشوند، می ک . 

ولیه ا معمول تشکیل آمیلوئید شامل سه مرحله است مرحله

سته به هسته ست که مرحله زاییواب ای حسا  و محدود ا

نده در  ندکن ید اسووووت و از نظر  فرای یل آمیلوئ تشوووک

 . وابسووتگی سووینتیکباشوودمی ترمودینامیکی  یر مناسووب

زایی، با پیدایش فاز تاخیری ظاهری در تجمع به هسوووته

و تولانی شوودن این  شووودمیروند تجمع تشووخیص داده 

تاخیری می فاز  جب افزایش  یده مو  ،د. همچنینشووووپد

حذر فاز تاخیری پس از اضوووافه کردن یک هسوووته اولیه 

د اثبات کننده توانمیهای از قبل شوووکل گرفته(، )رشوووته

زایی در تجمع باشووود. مرحله بعدی، مرحله مرحله هسوووته

تویل شدن و افزایش اندازه رشته است. این مرحله سریع

ی با سوورعت و سوواختارهای رشووته باشوودمیترین مرحله 

یل می جذپ تشوووک ند و میزان فلوئورسووووانس و شوووو

تی و گنکو رد به شوودت  شووناسوواگرهایی مانند تیوفلاوین

اسوووت که معمولا  کند. مرحله نهایی فاز تعادلیتغییر می

میزان فلوئورسووانس یا جذپ شووناسوواگرهای مخلوووک 

یسووتم از نظر ظاهری آمیلوئید تغییر شوودیدی ندارند و سوو

اند که اما مح  ان نشوووان داده. [14] حالت ایسوووتایی دارد

ها در این حالت نیز فعال بوده و مونومرها در آنها رشوووته

شتهکنششوند، همچنین میانتبادل می ها های جانبی بین ر

 .[۹] گیردهای بالغ و ضووخیم صووورت میو ایجاد رشووته

به آمیلوئیدی هایبیماری ایجاد چگونگی دقیا سوووازوکار

شده مشخص کامل تور ست ن  ممکن موارد از برخی در. ا

ست سوبات ا شد بیماری ایجاد باعث پروتئینی ر  این و با

می مختل را انسوووان زندگی روزمره هایفعالیت هابیماری

 مست ل توربه بتواند است ممکن هم هنوز فرد اگرچه. کند

                                                           
7 Cerebrospinal fluid 

 شووناختی اختلالات از کم کم عوارض این اما کند، زندگی

 قادر دیگر فرد سوورانجام و شووده شوورو  شووناختی  یر و

 دنیا از وسرانجام دهد ادامه زندگی به مست ل توربه نیست

 .[1۵] رودمی

سال  شان، میلادی 1۹۹3در  شدداد ن شک ه   لیبریف لیکه ت

Aβ س فرد  (۷CSF) نخاعی-ن با مایع مغزیویپس از انکوبا

 Aβعنوان حامل به نیئپروت نی. چندشوووودمیمهار  سوووالم

صل نیپروتئ TTRگرفتند که  جهینت مح  انشد،  نییتع  یا

 نیکند. ا حذر CSFرا در  آمیلوئید بتاد توانمیاسوووت که 

 بیماری آلزایمردر  TTR حضووور شووواهد مربوط به نیاول

تور بهی خارج سوولول یهاپروتئیناین نشووان داد که  وبود 

 لیاز تشوووک جهیکنند، در نتیممتوقف را  Aβ دیتول معمول

با توجه به  .[16] کندیم یریآن جلوگ تیو سوووم دیلوئیآم

شان دادند ن اتلال آمیلوئید بتا به ترانستیرتین اتیخلوص

ست با TTRکه   نی، و همچنAβمحلول های مونومر قادر ا

لالا تمایل، با هافیبریلو  گومرهایال ش ت شابه تعامل دا ته م

مانع از  Aβ ،TTR تیکردن سوووم یباشووود. علاوه بر خنث

 شیزارا اف هافیبریل تخریبو  شوووودمی ونیزاسووویگومریال

 تیبا هدا TTRکه  دهدمینشوووان  ریاخ یها. دادهدهدمی

 Aβبا  یدیلوئیآم ری  تجمعاتبه  یگومریال یهاهسوووته

 بر اجتماعات و پاکسوووازی زانیتداخل دارد، احتمالاً بر م

سیس Aβمجموعه  و  ی، قدمراًیگذارد. اخیم ریتأث کیتوتوک

 یگومرهایبه ال TTR اتلووالهمکارانش نشووان دادند که با 

Aβ ،TTR حافظت مال م ین ش م ند و در یخود را اع ک

سته یهافراینداز  جهینت یم یریجلوگ هیو ثانو هیاول ییزاه

ند و در نت هار سوووم جهیک و  Aβ یگومرهایال تیباعث م

شد ف یریجلوگ تور آن به سمی، اما مکانشودمی لیبریاز ر

شخصکامل  شد که هر دو م شخص  ست. م شده ا فرم  ن

( M-TTRمونومر ترانسوووتیرتین ) و( WT-TTRتترامر )

را که هسووته  Aβ لیبریف لیتشووک فراینداز  یمراحل خاصوو

 که بر تول نیکنند، بدون ایمهار مهسوووتند  هیو ثانو هیاول
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 زهاآنالی، نیبگذارد. علاوه بر ا ریحاصوووله تأث یهافیبریل

بووه  M-TTRو  WT-TTRکووه هر دو  دهوودمینشووووان 

شوند و یمتلل م تجمعی های در واکنش Aβ یگومرهایال

 شووودن یتولانکه توانایی کوتاه  یهافیبریل لیمانع از تبد

ند فاده از روششوووومی دار با اسوووت ، یکیزیوفیب یهاند. 

 یسوواختار کل یهااز جنبه یبرخ TTRمشووخص شوود که 

و  Aβ یگومرهایبا الهایی اینترکشووون نیچن یخود را در پ

هایبا ال نیهمچن هدمی رییتغ Aβ یگومر حالد که ی، در 

نابرایخود را حفظ م یکل یتوپولوژ ند. ب مال نیک به احت  ،

 فایخود را ا ین ش محافظت TTR الب که  سووومیمکان ادیز

هار  Aβ یگومرهایبه ال TTR، در اتلوووال کندمی و در م

سته یهافرایند سم هیو ثانو هیاول زاییه ست، که هم   تیا

هایال نا Aβ یگومر یل ریتکثیی و هم توا حدود  هافیبر را م

و  دکنمیبه تغییرات سووواختار سووووم ارتباط پیدا  کندمی

سوواختار دوم پروتئین ترانسووتیرتین تغییر محسوووبی پیدا 

تایج . کندمین آمده در این تح یا نیز نشوووان  دسوووتبهن

 که اتلال آمیلوئید بتا به پروتئین ترانستیرتین میزان دهدمی

هیدروفوبیسووویته ترانسوووتیرتین را افزایش داده و تغییرات 

ست که  ستیرتین ایجاد کرده ا ساختاری را در پروتئین تران

بیشووتر به ن اط هیدروفوپ و افزایش  ANSباعث اتلووال 

  .[1۹-1۷, ۵] شده استن میزان هیدروفوبیسته آ

 Aβبه  TTRدر اتلوووال  TTR یجهش ها ریتأث همچنین،

جهش  TTR نو  40 باًیت ر مح  اناست.  شده یبررس زین

را سوونتز  بینوترک کیدوژنیلوئیآم ری/ کیدوژنیلویآم افتهی

ها ، آنآزمایشووگاهی کیتکن نیو با اسووتفاده از چند کردند

تور متفاوت به TTR واریانت هاینشان دهند که  توانستند

و  E42G ترانستیرتین هایواریانت ند.شومیمتلل  Aβبه 

L55Pییآنها چندتایی از ، تنهایقو کیدوژنیلوئی، انوا  آم 

شدند. دیبه پپت بودند که کاملا کوستا و همکارانش  متلل ن

ست کیدوژنیلوئیآم ری و  کیدوژنیلویآم TTRاز انوا   فاده ا

لات ز شخ  TTRقدرت تعامل انوا   یرا برا ریکردند و م

 < T1119M > WT آوردند: دسووتبهمحلول  Aβ دیبا پپت

V30M > Y78F > L55P، لیهرچه پتانس، دهدمینشان  که 

فیضع تاب دیباشد، تعامل با پپت شتریب TTR کیدوژنیلوئیآم

با  TTR کیدوژنیلوئیآم لیپتانسووو ،کهیی. از آنجااسوووت تر

یداری باط منف تترامر پا تا نی، ارددا یآن ارت  نیهمچن جین

تر باشووود، نییپا TTR پایداریکه هرچه  دهدمینشوووان 

، نیعلاوه بر ا تر اسووووت.فیضوووع TTR/Aβبرهمکنش 

را  Aβ تیتواند از سوومینم نیهمچن L55P TTR واریانت

شت جلوگدر محیط  از  یکیکه  کندمی دییکند، و تأ یریک

ضراز اثرات  یریجلوگ TTR/Aβاهدار تعامل   سمی و م

 دهدمینشان  نیمشاهدات همچن نیا .[22-20] است دیپپت

تعامل، تترامر اسووت. در  نیا یبرا ازیمورد ن TTRکه گونه 

 پایداری نشووان داده شووده اسووت که ده،یا نیاز ا تیحما

لل  ایاز تر TTR یکیژنت تترامر  کیکه  T119Mوجود آ

و  یعروق مغز هاییماریاسووت، با کاهش خطر ب دارتریپا

همراه اسووت، که  یعموم مجامعدر  یبه زندگ دیام شیافزا

 نیپروتئ یکیولوژیب تیدر فعال TTRتترامر  شوووتریب تیاهم

اسووت و به  دهیچیپ اریتجمع بسوو فرایند .دهدمینشووان  را

شدن مکانلیدل نیهم شن  س Aβتجمع  زمی، رو چالش  اریب

 یبر رو ی، جامعه علمریاخ یهااسوووت. در سوووال زیبرانگ

در سوطح  هازمیمکان ییشوناسوا یبرا یجنبشو یکردهایرو

 در یاثرات چاپرون تمرکز کرده اسووت، سووع نیا یمولکول

و روشووون  هاچاپرونمورد هدر  یگونه ها ییشوووناسوووا

دارد.  یکروسووکوپیسوواختن مراحل مهار شووده در سووطح م

گام مهم در جهت درمان  کیتجمع  فراینددرک  ،نیبنابرا

 است. یماریب صیو تشخ

عات  طال مل  ،دهدمینشوووان  in vivoو  in vitroم عا که ت

ست  وجود دارد که منجر به مهار  دیپپت Aβو  TTR نیب میم

از  نیبنابرا، شوووودمیهر دو  ای یلیبریف تخریب، Aβتجمع 

 یهادر سوووال  حامل اسوووت نیپروتئ کی TTRنظر  نیا

 یهاکه گونه دهدمینشوووان  مطالعات مختلفیگذشوووته، 

 ،اندشوووده لیتجمع تشوووک فرایند اثر که در Aβ یگومریال

ان نشوو مطالعه نیبالغ هسووتند. چند یهافیبریلتر از یسووم
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ممکن اسووت  زین یگومریواسووطه ال نیداده اسووت که چن

 لیعدچاپرون ت یمولکول یهاپروتئینبا  اینترکشوونتوسووط 

 یعوامل درمان ندتوانمی یمولکول یهاچاپرون نیاشوووود. 

یهدر قرار م مورد را یسوووم یهاگونه نیباشوووند که چن

ند و  مان کیده  یهایماریدر ب زیانگ جانیه یهدر در

  هستند. نورودژنریتیو
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Abstract 

Transthyretin (TTR) is a highly conserved 55 kDa homotetrameric protein that 

exists in several vertebrate species including humans, bacteria, nematodes, 

and plants. Previous studies have shown a direct interaction between TTR and 

amyloid beta (Aβ) (the causative agent of Alzheimer's disease), which leads 

to the inhibition of Aβ aggregation, fibrillar destruction, or both. In recent 

years, evidence has shown that the oligomeric species of Aβ formed by the 

aggregation process are more toxic than mature fibrils. Studies have shown 

that such an oligomeric mediator is modulated by interaction with TTR. 

However, the exact mechanism of binding of Aβ to TTR has not yet been 

determined. In this study, after the purification of human transthyretin protein, 

the inhibitory effects of TTR on the formation of Aβ were shown in different 

ways, and finally, the role of hydrophobicity interactions in the chaperone 

activity of TTR was investigated with the help of protein surface 

hydrophobicity (PSH) measurement studies. The Scatchard diagram for 

quantitative measurement of PSH indicates an increase in the hydrophobicity 

of TTR after binding to oligomeric forms of Aβ. The results presented in this 

research provide insight into the nature and interactions involved in the initial 

stages of fibril formation in Aβ and its interaction with TTR. The results 

showed that hydrophobic interactions probably play a role in the binding 

between TTR and Aβ. Considering the similarity of amyloid formation 

systems, the described findings of this study can provide a deeper 

understanding of the pathology of amyloid diseases. 
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