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زيست ويژه پزشكي و ه هاي مختلف علوم بها مورد توجه محققين حوزهمطالعه تجمع غير طبيعي پروتئينامروزه 
 ازجمله هاي مهميبيماريتواند در بروز ها ميپروتئينهاي آميلوئيدي تجمع فيبريل .گرفته است قرار فناوري

از  وسيعي توليد طيف از مشكلات اصليزيست فناوري  در. نقش داشته باشدپاركينسون  و IIقندي نوع  تآلزايمر، دياب
هاي نوتركيب در پروتئين. باشدميسازي ناپذير در حين خالصتجمع برگشتپپتيدهاي نوتركيب پلي ها وپروتئين

توانند در ساختار، خصوصيات فيزيكي و ند كه ميدههايي در انتهاي كربوكسيل يا انتهاي آميني قرار ميمعمولا دنباله
پذيري پروتئينها درتمايل تجمعتاكنون مطالعه جامعي بر روي تاثير اين دنباله. ها تاثير بگذارندشيميايي پروتئين

هاي نوتركيب پذيري پروتئينهاي مختلف درتمايل تجمعدر اين مطالعه اثر دنباله. هاي نوتركيب انجام نگرفته است
توانند بر ها ميها نشان داد كه دنبالهبررسي. مورد بررسي قرار گرفت AGGRESCANبا الگوريتم بيوانفورماتيكي 

گويي، فرآيند تجمع و براي تعيين صحت نتايج پيش. بگذارند اثرهاي نوتركيب پذيري پروتئينروي تجمع
و فلوريمتري  CD ،AFMهاي و بدون دنباله با روشفيبريلاسيون پروتئين آلفاسينوكلئين به همراه دنباله هيستيديني 

پلاك لياست كه تشك يمهم يهانياز پروتئ نينوكلئيآلفا س. هاي آميلوئيدي بررسي شدو استانداردهاي ويژه فيبريل
كه دنباله اضافه نشان داد انفورماتيكي برنامه بيو .دهديم ويتينورودجنر يهايماريدر ب ياگسترده يديلوئيآم يها

 تجزيههاي حاصل از در مطالعه برون تني داده. دشوتوانست باعث افزايش تمايل پروتئين براي فيبريلاسيون شده 
فرآيند فيبريلاسيون نيز مويد همين مسئله بود و نشان داد كه حضور دنباله موجب افزايش ميزان فيبريلاسيون 

زايي يا مطالعات مربوط به چگونگي بيماري، به ويژه العات، در بسياري مطدشويم شنهاديپ جهيدر نت .دشآلفاسينوكلئين 
  .ندشوها از پروتئين حذف جستجوي داروهاي مهاركننده فيبريلاسيون بهتر است كه دنباله
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   مقدمه
هاي مختلف موجب علمي است كه با روش مهندسي پروتئين

د از جمله تغيير شوايجاد ويژگي خاصي در پروتئين هدف مي
-پروتئين هاي مختلف ازساختار و عملكرد، همچنين تلفيق  بخش

تواند منجر به افزودن يك ويژگي خاص در ي مختلف كه ميها
ترين تغييرات در مهندسي يكي از پركاربرد .دشوپروتئين هدف 

هاي نوتركيب به به پروتئينهاي تمايلي دنبالهپروتئين اضافه كردن 
 Porath et) است توليد افزايشو سازي خالصتسهيل در منظور 

al. 1975; Hochuli 1988 ) .هاي تمايلي به طور معمول در دنباله
هاي نوتركيب قرار داده ي كربوكسيل يا انتهاي آميني پروتئينانتها
هاي نوتركيب از محتواي سازي پروتئينتا بازيافت و خالص شده

از اين . سلولي ميزبان با سرعت و سهولت بيشتري انجام گيرد
 1نسفرازترا- S ، گلوتاتيون )ProtA(توان به پروتئين ها ميدنباله

(GST) پلي هيستيدين ،(6× His-tag) پروتئين متصل شونده به ،
، دومين متصل شونده به )A )TrxA، تيوردوكسين (MBP)2مالتوز
نام  Strep II 6، دنباله 5هاي اپيتوپي، دنباله4پپتيد- CBD( ،S( 3كيتين
هاي افزوده شده اندازه و خصوصيات فيزيكوشيميايي دنباله. برد

كيلو دالتون،  30حدود  Aاندازه دنباله پروتئين . باشدمتفاوت مي
كيلو دالتون، پروتئين متصل  26ترانسفراز حدود - S گلوتاتيون 

حدود  Aكيلو دالتون، تيوردوكسين  40شونده به مالتوز حدود 
كيلو  6/5كيلو دالتون، دومين متصل شونده به كيتين حدود  6/11

 8/8حدود Strep II كيلو دالتون، دنباله  6/1پپتيد حدود - S دالتون، 
  .)(Waugh  2005; Arnau et al. 2006باشد التون ميكيلو د

توانند موجب هاي مذكور ميمطالعات اخير نشان داده كه دنباله
 روي ساختارتحميل ويژگي جديد در پروتئين هدف شده و بر 

Goal et al. 2000; Halliwell 2001)(  حلاليت)(Woestenenk et 

al. 2004  بگذارند و فعاليت زيستي پروتئين هدف اثر(Chant et 

al. 2005). پلي  ها دنبالهترين و پركاربردترين دنبالهمتداول
باشد و انتظار ها ميكوچكترين دنباله ءباشد كه جزهيستيديني مي

زايي پروتئين رود اثر كمي بر روي اندازه كلي، ساختار و ايمنيمي
                                                            
1 Glutathione S-transferases 
2 Maltose-binding protein 
3 Chitin-binding domain 
4 S-peptide 
5 Epitope tags 
6 Strep II tag 

ي پلدنباله  .)Hochuli 1988; Porath et al. 1975(داشته باشد 
هيستيدين بصورت متوالي و يك محل  6عموما داراي  هيستيدين

              .باشدمي TEVبراي برش پروتئازهاي ويژه مثل پروتئاز 
درصد از كل  60كه بيش از  شدهگزارشات نشان داده  در

پلي دنباله هاي مطالعه شده همراه با ساختارهاي كريستالي پروتئين
  .(Raines et al. 2000; Derewenda 2004)هيستيدين هستند 
 و علوم زيست فناوري در كليديي موضوعها تجمع پروتئين

 در. (Fink 1998; Smith 2003) شودپزشكي محسوب مي
توليد طيفي از  بيوتكنولوژي تجمع يافتگي از مشكلات اصلي

پروتئين را  عمر مفيد تواندكه مي ها نوتركيب مي باشدپروتئين
 پپتيدي را افزايش دهدپلي داروهاي اييزايمني وداده كاهش 

(Treuheit et al. 2002; Ventura and Villaverde  2006) . در
هاي مهمي در يافتگي باعث ايجاد بيماريعلوم پزشكي تجمع

پاركينسون  و IIقندي نوع  بيماري آلزايمر، ديابت انسان ازجمله
 Rochet and Lansbury 2000; Dobson 2002; Cohen) شودمي

and Kelly 2003; Stefani and Dobson 2003). جمع اطلاعات
پروتئين به  دهد كه تمايلنشان ميهاي اخير سالآوري شده در 

پپتيد وابسته اوليه پلي تجمع تا حد زيادي به تركيب و ساختار
تمايل تاثير عظيمي بر روي  تواندمي تغييرات كوچك است و
 هاي اسيدتواليي از نواحي برخ .باشد داشتهبه تجمع  پروتئين

 و كننده تجمعتسهيل توانند به عنوانبسيار كوتاه مي هايآمينه
 .Ivanova et al. 2004;Ventura et al) كنند عملها تشكيل فيبريل

اند شده شناخته ٧"نقاط داغ" معمولا به عنوان هاتوالي اين .(2004
اهميت . هستندآبگريز و آروماتيك هاي اسيدآمينهشامل كه اكثرا 

هايي كه در اختلالات اين نواحي در بيشتر پپتيدها و پروتئين
آميلوئيدوژنيك سيستمي و تحليل برنده عصبي دخالت دارند، 

  .(Conchillo-Solé et al. 2007) ثابت شده است
هاي مستعد تجمع از ساختار دوم و يا سوم مشابهي پروتئين 

هايي با ساختارهاي دوم و نكنند و برخي از آنها پروتئيتبعيت نمي
كه در  8ينولميكروگلوب–2βپروتئين ازجمله . سوم پايدار هستند

، (Otsubo et al. 2009)نقش دارد  9آميلوئيدوزيز مرتبط با دياليز

                                                            
7 Hot spot 
8 β2-microglobulin 
9 Dialysis-related amyloidosis 
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هاي مختلفي تجمعات در اثر جهش در بافت 1ترانستيرتينپروتئين 
، (Coelho et al. 2012)كند تجمعات آميلوئيدي را ايجاد مي

كه در موضع تزريق در بيماران ديابتي موجب تشكيل ن انسولي
، هانتينگتون كه (Shikama et al,. 2010)شود اجسام آميلوئيدي مي

پريون كه در ، (Wanker 2000)در بيماري هانتينگتون دخالت دارد 
  Adriano)بيماري جنون گاوي و كروتز فلد جاكوب نقش دارد 

and Anna  2009)و همچنين پروتئين ، p53  مشاهده  اكه جديد
به هاي ششده در اثر جهش تمايل به تجمع شدن و تشكيل گونه

ولي بسياري از . (Ano Bom et al. 2012)كند آميلوئيدي مي
هاي آميلوئيدوزيز ها و پپتيدهاي دخالت كننده در بيماريپروتئين

هاي غير ساختار نامنظمي داشته يا داراي بخش بصورت ذاتي
 كه عامل اصلي بيماري بتا آميلوئيد- آساختاري هستند از جمله 

، پروتئين تائو كه  (Masters et al. 1985)شودآلزايمر محسوب مي
باعث ايجاد تجمعات آميلوئيدي درون سلولي در بيماري آلزايمر 

 كه با بيماري 2، آميلين (Margittai and Langen 2004)شودمي
  . (Hayden and Tyagi 2001)  ديابت نوع دو مرتبط است

تواند ها ميهاي مستعد تجمع در پروتئينجايگاه بيني توانايي پيش
با توجه به  .باشدبسيار ارزشمند  در حوزه بيوتكنولوژي و پزشكي

هايي كه به مكانيسم آميلوئيدي شناخت هاياهميت تشكيل فيبريل
هاي يلها از حالت محلول خود به فيبرواسطه آن پروتئين

در اين زمينه، از طريق . باشدميشوند، مهم تبديل ميي آميلوئيد
تجمع هاي اساسي فرآيند جنبهتوان هاي بيوانفورماتيكي ميابزار

اثر  و ها دخالت دارندمثل مناطقي از پروتئين كه درتشكيل فيبريل
  .)Belli et al. 2011( كرد بينيپيشدراين نواحي را ها جهش

 به منظور 3هاييالگوريتماي براي طراحي مطالعات گسترده
ها صورت پذيرفته تجمع در پروتئيننواحي مستعد براي شناسايي 

هاي هاي مهم معرفي شده براي مطالعه بخشاز الگوريتم. است
، AGGRESCAN (Conchillo-Soléet al. 2007)توان به داغ مي

PASTA (Trovato et al. 2007) ،FoldAmiloid )Sergiy et al. 

2010( ،Zyggregator )Gaetano and Michele 2008 ( اشاره
هاي آميلوئيدوژنيك در يك پروتئين با ويژگيصد تطابق  در. كرد
هاي مختلفي توسط گروه هاحاصل از اين الگوريتم گوييپيش

                                                            
1 Transthyretin amyloidosis 
2 Amylin 
3 Algorithm 

 Wurth et al. 2002; De groot 2006; Kim(مطالعه شده است 

and  Hecht 2006; Winkelmann et al. 2010.( 

و  شودمحسوب مي آنهايكي از بهترين  AGGRESCANالگوريتم 
حاصل از آن بيشترين تطابق را با  گوييآزمايشگاهي و پيشايج نت

 اين الگوريتماساس كار ). Belli et al. 2011(يكديگر داشته است 
 مقدار بار الكتريكي و هيدروفوبيسيته محل مورد نظر است

(Conchillo-Solé et al. 2007) .ا الگوريتم بAGGRESCAN 
بيني پپتيد را پيشتوان اثر تغيير توالي روي تجمع پليهمچنين مي

هاي مورد هدف طراحي كرد كه در كرد و تركيباتي براي توالي
در همين راستا انتخاب . درمان آميلوئيدوژنزيز حائز اهميت است

يي ها را مهار كنند با ابزارهاتوانند اين ميانكنشداروهايي كه مي
 Conchillo-Solé(باشد مانند داكينگ در نواحي نقاط داغ مهم مي

et al. 2007 .(  
هاي درماني بيماري پاركينسون مهار تشكيل امروزه يكي از راه 

 ها و تجمعاتي است كه در اثر اختلالات ژنتيكي يا محيطيفيبريل
شود كه به كارگيري الگوريتم ايجاد ميپروتئين آلفاسينوكلئين در 

AGGRESCAN تواند مفيد باشددر اين زمينه مي.  
شود ميمركزي بيان  اعصابپروتئين آلفاسينوكلئين در سيستم 

)Chalabi  2009( . آن انتهاي آميني) دوگانه  )1-60اسيدآمينه
سه جهش دخيل در ايجاد كه  )Hashimoto 2001(دوست بوده 

ناحيه مياني . دهندرخ ميدر اين ناحيه بيماري پاركينسون ارثي 
 Hashimoto(بوده  آبگريزداراي آمينواسيدهاي  )61-95اسيدآمينه(

نمايد كه آلفاسينوكلئين را قادر به تشكيل فيبريل مي )2002
)Goedert 2001( . شامل آمينواسيدهاي آن انتهاي كربوكسيليك

هايي با بار منفي در هكه باقيماند )Hsu 2000( باشدمي 96- 140
از در حالت بيماري آلفاسينوكلئين پروتئين . اين ناحيه فراوان است

ها و  تشكيل پروتوفيبريل موجبحالت مونومري خارج شده و 
در حالت فيبريل، . )Clark and jenkins 2005(شود ها مي فيبريل

. )Bellucci et al. 2012(شود تشكيل مي 4ساختار صفحات بتا
هاي بالغ يي كه در روند تشكيل فيبريلها اليگومرها و پرتوفيبريل

 شوند براي سلول سمي هستند بيشترين نقش را درتشكيل مي
 .Volles 2002; Mosharov et al(دارند ها  تحليل رفتن نورون

2006) .  

                                                            
4 β-sheet 
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هاي هاي مختلف در تجمع پروتئيندر اين مطالعه اثر دنباله
پيش AGGRESCAN نوتركيب توسط الگوريتم بيوانفورماتيكي

گويي و براي مقايسه نتايج پيش. گويي و مورد بررسي قرار گرفت
 نتايج عملي، فرآيند تجمع و فيبريلاسيون پروتئين آلفاسينوكلئين
. بررسي شد كه نقش اساسي در ايجاد بيماري پاركينسون دارد

و پروتئين   His-tagپروتئين آلفاسينوكلئين داراي توالي
. دشآلفاسينوكلئين بدون اين توالي بصورت نوتركيب تهيه 

  .دشهاي استاندارد تاييد فيبريلاسيون هر دو پروتئين با تست
  

   هامواد و روش
 Congo red( ،  كنگو رد  ThT (Thioflavin T) اي يتيوفلاوين ت  

، كلرامفينيكل، سينيكاناما ،كوكتل مهاركننده پروتئاز د،يآز مي، سد)
IPTG، آنتي بادي ثانويه نشاندار با ، اوليه مونوكلونال آنتي بادي

 و) St. Louis Mo(از شركت سيگما  زياليد سهيو ك پراكسيداز
) Merck-Germany-Darmstadt(از شركت مرك  هاتريس و نمك

 .شد هيته

  )in silico(يند فيبريلاسيون آهاي دخيل در فريشگويي تواليپ
هاي سازي در ابتدا يا انتهاي پروتئينبراي سهولت امر خالص

ها دهند كه در ادامه اين دنبالههاي تمايلي قرار مينوتركيب دنباله
عه اين مطال در. جايگاه برشي براي پروتئازهاي ويژه وجود دارد

 ،Z domain ،CBP ،FLAG ،HAهاي دنباله هاي مربوط بهتوالي
Myc ، Strep II  ،SBP،S-peptide  ،CBD ،His-tagهاي ، توالي

آلفاسينوكلئين داراي  پروتئين برشي پروتئازها و هم چنين توالي
His-tag  و بدونHis-tag  در فرمتFASTA ز داده پايگاه اebi 

 Aggrescan به سرور رفته شد وگ Swissprot/uniprotدر بخش 
داده شد و  /http://bioinf.uab.es/ aggrescanبه آدرس اينترنتي 

هاي ذكر شده به همراه توالي دنباله .نتايج مورد ارزيابي قرار گرفت
آمده باشند كه توالي هر كدام در زير پروتئاز مي TEVبرشي آنزيم 

 .است
TEV protease: SSGVDLGTENLYFQ^S 

Z domain: 
MVDNKFNKEQQNAFYEILHLPNLNEEQRNAFIQSLK
DDPSQSANLLAEAKKLNDAQAPKSSGVDLGTENLY
FQ^S 

CBP: 
MKRRWKKNFIAVSAANRFKKISSSGALSSGVDLGTE
NLYFQ^S 
His- tag: M HHHHHH SSGVDLGTENLYFQ^S 
FLAG: MDY KDDDDK SSGVDLGTENLYFQ^S 
HA: M YPYDVPDYA SSGVDLGTENLYFQ^S 

Myc: MEQKLISEEDL SSGVDLGTENLYFQ^S 
Strep II: MWSHPQFEK SSGVDLGTENLYFQ^S 

SBP: MDEKTTGWRGGHVVEGLAG ELEQLRARLEH 
HPQGQREPSSGVDLGTENLYFQ^S 
S-peptide : 
MKETAAAKFERQHMDSSSGVDLGTENLYFQ^S 
CBD:MTNPGVSAWQVNTAYTAGQLVTYNGKTYKC
LQPHTSLAGWEPSNVPALWQLQSSGVDLGTENLYF
Q^S 

 :جايگاه برش آنزيم هاي برشي ديگر

Other proteases: Thrombin(LVPR^GS), Factor Xa ( 

I(E/D)GR ^X), PreScission™ ( ETLFQ^GP) 
توالي پروتئين آلفاسينوكلئين داراي دنباله هيستيديني و بدون اين 

  :باشددنباله بصورت زير مي
His-syn>swissprot| P37840 | SYUA_HUMAN  / Alpha-
synuclein 
MHHHHHHSSGVDLGTENLYFQSMDVFMKGLSKAK
EGVVAAAEKTKQGVAEAAGKTKEGVLYVGSKTKE
GVVHGVTTVAEKTKEQVTNVGEAVVTGVTAVAQK
TVEGAGSIAAATGFGKKDQLGKNEEGAPQEGILED
MPVDPDNEAYEMPSEEGYQDYEPEA 
Non his -syn>swissprot| P37840 | SYUA_HUMAN 
/Alpha-synuclein; 
MDVFMKGLSKAKEGVVAAAEKTKQGVAEAAGKT
KEGVLYVGSKTKEGVVHGVTTVAEKTKEQVTNVG
EAVVTGVTAVAQKTVEGAGSIAAAT 

و پــروتئين آلفــا  His-tagبيــان پــروتئين آلفــا ســينوكلئين حــاوي 
  سينوكلئين فاقد اين توالي

آلفا  ژن با pNIC حاوي پلاسميد BL21(DE3) pLysSباكتري 
داده شد و پس از اينكه كشت  LB1محيط كشت  سينوكلئين در
 5/0با غلظت   IPTGتوسط رسيد، 5/0-7/0آن به  دانسيته نوري 

 37 يدر دما ساعت 18الي  16 به مدت و شد القامولار ميلي
. شد دهي گرما دور در دقيقه 200 و چرخشگراد درجه سانتي

-Hisباكتري حاوي ژن داراي(از هر سه نمونه  گرمادهيپس از 

tag فاقد اين توالي و باكتري بدون القا با حاوي ژن اما ، باكتري
IPTG (برداري و بر روي ژل نمونهSDS-PAGE براي  برده شد و

                                                            
1 Luria-Bertani medium 
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در مرحله  .شدوسترن استفاده لكه گذاري از ها تاييد پروتئين
 Morshedi(ن سازي از روش ذكر شده در كارهاي پيشيخالص

and Aliakbari 2012  ( شداستفاده.  
  ١شرايط برون تني القا فيبريلاسيون در

هايي است كه در حالت طبيعي آلفاسينوكلئين يكي از پروتئين
ار ثانويه منظم است اما در شرايط بيماري به مونومر و بدون ساخت

تحت  كه شودهاي با ساختار منظم صفحات بتا تبديل ميفيبريل
 .دكرالقا اين ساختارها را  تواناي درآزمايشگاه ميشرايط ويژه

و بدون  His-tagهر دو پروتئين داراي براي القا فيبريلاسيون از 
His-tag  تر برداشته شد و در بافر ليگرم در ميليميلي 4به مقدار

 pH= ،EDTA 4/0 2/7 مولارميلي 30تريس  مربوطه كه شامل
بود، حل  مولارميلي NaCl 80مولار، ميلي دو PMSFمولار، ميلي
كه شامل گرماگذاري در فيبريلاسيون  د و در سيستم القاش

 .شد ردهگذاساعت  24با چرخش بوده است به مدت   C°37دماي
اي ريز تفلوني محلول ستفاده از آهن رباي ميلهدر تمام مدت با ا

  .دور در دقيقه هم زده شد 80با سرعت ثابت 
  Tنشر فلوئورسانس تيوفلاوين 

توانايي اتصال به ساختار صفحات بتا را  ThTيا تي تيوفلاوين 
 طريق نشر نور ، ازدارد كه در صورت انجام فرآيند فيبريلاسيون

در بافر تريس  Nilsson 2004 (. ThT(شود فلورسانس تاييد مي
ميكروليتر نمونه فيبريل به  10. رقيق شد =8pHمولار ميلي 10

رقيق شده اضافه و نشر فلورسانس در بازه  ThTميكروليتر  490
 تي افزايش شدت نشر تيوفلاوين . نانومتر خوانده شد 550تا  450

يا شبه آميلوئيدي  بعنوان تشكيل احتمالي فيبرهاي آميلوئيدي
  .شودسير ميتف

  تصوير برداري ميكروسكوپ فلورسانس
 15به اندازه . ها استفاده شداز اين روش براي اثبات وجود فيبريل

ميكروليتر محلول  15از نمونه فيبريلي انكوبه شده به  ،ميكروليتر
نمونه روي لام  .شدنداضافه و به خوبي مخلوط  ThTرقيق شده 

با ميكروسكوپ فلورسانس  ريخته و روي آن لامل قرار داده شد و
  .شدو عكس مورد نظر تهيه  بررسي

  جذب نوري كنگورد

                                                            
1 In vitro 

كنگورد توانايي اتصال به صفحات بتا را دارد كه براي ارزيابي 
يا شبه آميلوئيدي از  تشكيل يا عدم تشكيل فيبرهاي آميلوئيدي

طيف جذب نوري كنگورد . شدآن استفاده  ه شدهيمحلول تازه ته
افزايش جذب نوري . نانومتر اندازه گيري شد 400-600در فاصله 
قرمز به عنوان يكي از تغيير رنگ از نارنجي به  كنگورد و

  .گيردميآميلوئيدي مورد استفاده قرار  يلمعيارهاي تشكيل فيبر
  ٢ AFMعكس ميكروسكوپ نيروي اتمي 

ها استفاده براي اثبات حضور اليگومرها و فيبريل AFMاز روش 
و ) در حد نانومتر(ي قدرت تفكيك بالا اين روش دارا. شد

توان در اين روش مي. باشدتوانايي گرفتن شكل سه بعدي مي
شوند، هاي اوليه فيبريلاسيون تشكيل مياوليگومرها كه در زمان

  .نيز مشخص كرد
  

    نتايج و بحث
 AGGRESCANبراي پيشگويي نواحي مستعد تجمع از برنامه 

و  هاي برون تنيامه بر اساس دادهالگوريتم اين برن. استفاده شد
ها و قطعات هاي مختلف بر روي تمايل پروتئينتاثير جهش

پپتيدي سنتز شده به تجمع بنا شده است و به اين صورت تمايل 
مانده براي شركت در تجمع يك امتياز خاص خواهد هر باقي
پپتيدي در فرمت پلي توالي AGGRESCAN ورودي. داشت

FASTA ها به همراه جايگاه برشي هر كدام از دنبالهتوالي . است
است كه مجموع آنها به ) ENLYFQ^S(پروتئاز  TEVآنزيم 

AGGRESCAN شود ديده مي 1همانطور كه در شكل. داده شد
 Yو محور  باشداي ميبر اساس ترتيب توالي اسيدآمينه Xحور م

يا به عبارتي ميزان تمايل براي ها بودن توالي hot spotشدت 
نواحي كه تمايل به تجمع دارند  .دهديافتگي را نشان ميتجمع

ها به خاطر همه دنباله. شودهاي مجزا مشخص ميبصورت پيك
 يافتگيهاي مربوط به جايگاه برشي تمايل به تجمعحضور توالي

بيشترين  Zdomainو  CBD ،CBP ،SBPهاي دنباله دارند اما
هاي ر جايگاه برشي تواليتمايل به تجمع را دارند زيرا علاوه ب

شدت افزايش ديگري نيز دارند كه تمايل به تجمع يافتگي را به 
 .دهندمي

  
                                                            
2 Atomic force microscopy 
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 A). دهدها را نشان ميتوالي بودن hot spotشدت  Yو محور  باشداي ميبر اساس ترتيب توالي اسيدآمينه Xمحور  . هابراي دنباله Aggrescanنمودارهاي  -1شكل
دنباله  I) ؛S-peptidدنباله  H)  ؛StrepIIدنباله  G) ؛Mycدنباله  F) ؛His-tagدنباله  E) ؛FLAGدنباله  D) ؛CHAدنباله  C)  ؛CBPدنباله  B) ؛CBDدنباله 
SBP  و(J  دنبالهZdomain.  
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 Factor و Thrombinهاي توالي برشي مربوط به آنزيم PreScission™ . (Aو  Thrombin ،Factor Xaمربوط به سه آنزيم  Aggrescan ينمودارها -2شكل

Xa ؛كه هيچ نقاط داغي ندارند و در تجمع پروتئين اثري ندارد (B PreScission™ كندبه شدت تمايل پروتئين به تجمع را زياد مي.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ها را نشان ميبودن توالي hot spotشدت  Yو محور  باشداي ميبر اساس ترتيب توالي اسيدآمينه Xمحور  .مربوط به آلفاسينوكلئين Aggrescan ينمودارها  -3شكل
ميزان تمايل تجمع در بخشي . باشدمي His-tagنمودار سمت راست مربوط به آلفاسينوكلئين بدون  و His-tagسمت چپ مربوط به آلفاسينوكلئين داراي  نمودار. دهد

 .باشدمي 14/2و در نمودار سمت چپ  16/5شان داده شده در نمودار سمت راست كه با حلقه سبز ن

 
دهد كه ها نشان ميهاي ايجاد شده براي هر كدام از اين دنبالهپيك
لازم . يافتگي هستندها مستعد تجمعهاي خاصي در اين دنبالهتوالي

 ها توالي برشي برايبه ذكر است كه در ادامه هر كدام از دنباله
پروتئاز گذاشته شده است كه علاوه بر توالي دنباله،  TEVآنزيم  

اثر . شودنيز باعث القا تجمع مي) ENLYFQ^S(اين توالي برشي 
ها باعث افزايش تمايل حضور اين جايگاه برشي در همه دنباله

  .شودپروتئين به تجمع مي
هاي مختلف با توجه به براي مقايسه اثر جايگاه برشي آنزيم

و  Thrombin ،Factor Xaهاي هاي برشي آنزيمتوالي 2شكل
PreScission™ گرفتند كه نتايج حاكي از  نيز مورد ارزيابي قرار
در القا  Thrombin ،Factor Xa هاي برشيتواليآن است كه 

و  ™PreScissionتوالي برشي تجمع پروتئين اثري ندارند اما 
را به تجمع  به شدت تمايل پروتئين پروتئاز TEVهمينطور 

 پروتئاز و TEVبنابراين توالي برشي. دهدافزايش مي
PreScission™ هاي برشي توالي باشد امادر القا تجمع موثر مي

Thrombin ،Factor Xa در مهندسي پروتئين بهتر . اثري ندارند

هايي استفاده شود كه كمترين اثر را در تجمع است كه از دنباله
سازي بكاهد اد تجمعات در حين خالصداشته باشد كه هم از ايج

و هم در مطالعات مربوط به فرايندهاي آميلوئيدي شدن تاثير 
  .نداشته باشد
در القا تجمع پروتئين His-tag گويي اثر حضور دنباله براي پيش

و   His-tagتوالي مربوط به آلفاسينوكلئين دارايآلفاسينوكلئين، 
پيك  6 ،هر دو نمودار در. )3شكل(نيز بررسي شد  His-tagبدون 

تنها اختلاف آنها . ستمشترك ا پيك در آنها 5شود كه مشاهده مي
سمت چپ كه مربوط  نمودار باشد كه دردر پيك شماره يك مي

 hot spotاست، افزايش شدت  His-tagبه آلفاسينوكلئين داراي 
به دليل حضور ي افتگيتجمع  يبرا ليتما زانيم يبودن به عبارت

His-tag محسوس است ولي درهمراه جايگاه برش دهي  به 
 His-tagسمت راست كه مربوط به آلفاسينوكلئين بدون  نمودار

رود بنابراين انتظار مي. شوداست، چنين شدتي مشاهده نمي
در فرآيند تجمع و  His-tagحضور و عدم حضور توالي 

  .فيبريلاسيون موثر باشد
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ها در وكتور مربوط به هر كدام از پروتئين  cDNAتوالي
پس از كشت باكتري، بيان توسط . قرار دارند pNIC-28بياني

IPTG  آلفا سينوكلئين حاوي اندازه . دشالقاHis-tag  16حدود 
كيلو دالتون  14حدود  His-tag بدونآلفا سينوكلئين كيلو دالتون و 

شود دو پروتئين بيان مشاهده مي 4همانطور كه در شكل . است
اختلاف وزن . هاي اختصاصي تاييد شدندديده و با آنتي باش

  .ملكولي در آن دو محسوس است
 

 
) سمت راست(وسترن گذاري لكه و) سمت چپ( SDS-PAGE -4شكل

) His-tag .Mمربوط به بيان پروتئين آلفاسينوكلئين همراه و بدون توالي 
عصاره باكتري داراي پروتئين بدون توالي  )Non-His ؛نشانگر وزن ملكولي

عصاره باكتري داراي پروتئين حاوي توالي پلي ) His ؛هيستيدينييپل
 .IPTG با القا قبل ازباكتري ) Non induce ؛هيستيديني

 
هاي پروتئيني براي رهگيري فرآيند فيبريلاسيون در نمونه

كه بصورت ويژه  ThTگرمادهي شده از سنجش نشر فلورسانس 
 به تنهايي ThT. شدشود، استفاده هاي فيبريلي متصل ميبه فرم

نشري ندارد اما زماني كه فيبريل به آن اضافه شود در محدوده 
گيري نتايج حاكي از شكل .شودنانومتر داراي نشر مي 450- 550

ميزان نشر  ).5شكل( ساختارهاي فيبريلي از نوع صفحات بتا است
-Hisبيشتر از آلفاسينوكلئين بدون  His-tagآلفاسينوكلئين داراي 

tag دهد دنباله كه نشان مي استHis-tag باعث افزايش معني-

شود كه اين نتيجه تاييد كننده داري در تجمع و فيبريلاسيون مي
تواند به باشد كه اين تفاوت ميمي 3گويي در شكلنتايج پيش

  .علت وجود يك ناحيه مستعد تجمع در بخش برشي باشد
  
  
  

 

 
آلفاسينوكلئين داراي ) ▲(. اتي فيبريل هنشر فلورسانس تيوفلاوين  -5شكل

His-tag  آلفاسينوكلئين بدون  )○(وHis-tag.  
 

دهنده تشكيل ساختارهاي تصاوير ميكروسكوپ فلورسانس نشان
 گسترده فيبريلي از پروتئين است كه داراي نشر فلورسانس است

هاي آميلوئيدي به دليل داشتن ساختارهاي منظم فيبريل ).6شكل(
. شودشفاف بوده و به سختي مشاهده ميدر نور مرئي تقريبا 

ها در نور مرئي كمتر قابل چنانچه در شكل نشان داده شده نمونه
ها زير نور فلورسانس را فيبريل رنگ سبز حضور. مشاهده است

مقايسه دو نوع . شودكند كه در نور مرئي مشاهده نميثابت مي
تارهاي شبكه دهد كه ساخپروتئين با دنباله و بدون دنباله نشان مي

شكل در هر دو نوع پروتئين تشكيل شده است و تفاوتي از نظر 
  .شودقالب ساختاري مشاهده نمي

اي ندارد اما آلفاسينوكلئين در حالت مونومري ساختار منظم ثانويه
كنگورد . گيرددر حالت فيبريل ساختار صفحه بتا به خود مي

ها را فيبريلتوانايي اتصال به ساختار صفحات بتاي موجود در 
-دارد، لذا از كنگورد به عنوان شناساگر حضور فيبريل استفاده مي

فيبريل باعث تغيير رنگ كنگورد از نارنجي به ). 7شكل (شود 
. پروتئين آلفاسينوكلئين اتفاق افتادشود كه براي هر دو قرمز مي

 24نانومتر حاصل از انكوباسيون  600تا  400تغيير طيف جذبي
دهد كه مقدار جذب آلفاسينوكلئين نشان مي 8ساعت در شكل 

باشد كه بيشتر مي His-tagاز آلفاسينوكلئين بدون  His-tagداراي 
در روند تجمع و فيبريلاسيون را نشان  His-tagاثر حضور توالي 

  .دهدمي
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در نور فلورسانس ) b ؛در نور مرئي) ThT aهاي فيبريلي در حضور نمونه. تيوفلاوين تيعكس فلورسانس هاي آلفاسينوكلئين با استفاده از بررسي فيبريل - 6شكل 

  . His-tagدر نور فلورسانس پروتئين بدون  )c ؛ His-tagپروتئين داراي

 

 
كنگورد  a ) .بررسي فيبريل هاي آلفاسينوكلئين با استفاده از كنگورد -7شكل 

هاي فيبريل اهبه همر كنگورد) b ؛باشدنارنجي رنگ مي به عنوان كنترل
 .شودآميلوئيدي ناشي از پروتئين آلفاسينوكلئين كه قرمز مي

  

 
بيشترين  His-tagآلفاسينوكلئين داراي ) ○. (طيف جذبي كنگورد -8شكل

كنگورد به  )■(و  His-tagآلفاسينوكلئين بدون  )▲(. باشدجذب را دارا مي
 .عنوان كنترل

  
 
 

توان جزئيات بيشتري يي ماتم يروين كروسكوپيماز با استفاده 
روند تشكيل . هاي تشكيل شده بدست آورداز مدل نانوفيبريل

در مراحل مختلف ساختارهاي  )9شكل(ها اوليگومرها و فيبريل
ها شكل گرفته و از با گذشت زمان فيبريل .تجمعي متفاوتي دارند
و پروتئين آلفاسينوكلئين در اثر  شودمونومرها كاسته مي

هاي اوليه در ساعت. شودها تبديل ميفيبريلانكوباسيون به 
. شوندواسط اوليگومري تشكيل مي هاي حدانكوباسيون گونه

اي ساختارهاي دو پروتئين تفاوتي نشان ندادند كه اينجا تنها نمونه
در زيست فناوري براي  .از پروتئين با دنباله نشان داده شده است

 هايي در انتهايالههاي نوتركيب دنبسهولت در تخليص پروتئين
توانند ها ميدهند كه اين دنبالهتوالي ژن پروتئين مورد نظر قرار مي

روي ساختار پروتئين و خصوصيت فيزيكوشيميايي آن اثر 
هيستيديني ها، دنباله پلييكي از پركاربردترين اين دنباله. بگذارند

يكي در اين مطالعه با استفاده از الگوريتم بيوانفورمات. باشدمي
AGGRESCAN گويي نقاط با تمايل بالا براي مربوط به پيش

اي كه به صورت معمول تجمع مشخص شد كه از ميان ده دنباله
 CBD،CBPهايي مانند شود دنبالهدر مهندسي پروتئين استفاده مي

، SBP، Zdomain  دهنده مانند و آنزيم برشPrescission  موجب
براي . شوندراي تجمع مياضافه شدن مناطق به شدت مستعد ب

هاي بيوانفورماتيكي از يك مدل پروتئيني تعيين ميزان صحت داده
آلفا سينوكلئين پروتئني است كه در انسان با تشكيل . استفاده شد

 برنده  تحليل  هايبيماري موجب  آميلوئيدي    وسيع   هايپلاك
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ساعته كه رشته هاي فيبريل بوضوح  24نمونه پروتئين انكوبه شده   b)؛ساعته 15اوليگومرهاي  a)ن از مراحل مختلف تجمعات آلفاسينوكلئي AFMعكس  -9شكل

  .مشخص مي باشد
 

در اين مطالعه نشان . شودسيستم عصبي به ويژه پاركينسون مي
وجود  AGGRESCANداده شد كه با پيشگويي توسط الگوريتم 

قه به شدت دنباله هيستيديني به همراه جايگاه برشي يك منط
همچنين مطالعات . شودمستعد تجمع در پروتئين اضافه مي

آزمايشگاهي بر روند فرآيند فيبريلاسيون بر روي پروتئين 
. بررسي شد His-tagو بدون توالي  His-tagآلفاسينوكلئين حاوي 

نتايج حاكي از آن بود كه اين دنباله موجب افزايش سرعت تجمع 
 پيشگوييسينوكلئين شد كه با نتايج و فيبريلاسيون پروتئين آلفا 

تني كه به با توجه به اين مطالعه در تحقيقات برون. مطابقت دارد
هاي آميلوئيدوزيز و همچنين منظور روشن شدن بيشتر بيماري

غربالگري تركيباتي كه پتانسيل مهار فيبريلاسيون دارند، توصيه 
كه روند د شوهاي بدون دنباله استفاده شود يا از پروتئينمي

د كه كمترين شوهايي استفاده فيبريلاسيون تغيير نكند و يا از دنباله
  .تاثير را در فرآيند تجمع و فيبريلاسيون پروتئين دارند

  يقدردان و تشكر
 يمهندس يمل پژوهشگاه 455  يپژوهش طرح قالبدر  قيتحق نيا 

همچنين نويسندگان از  .است شده انجام يفناور ستيز و كيژنت
در انجام مطالعات برون  اكبري براي همكاريفرهنگ عليآقاي 

  .تني كمال تشكر را دارند
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