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زدايي گيري تجمعات آميلوييدي و تجمعبررسي اثر عصاره جفت بلوط بر روند شكل
 مرغفيبرهاي پروتئين ليزوزيمِ سفيده تخم

  *كيااله بهراميدكتر سيف و معصومه فرامرزيان

  شناسي، گروه زيستدانشگاه لرستان، خرم آبادايران، 

  24/02/1399 :تاريخ پذيرش  01/07/1398 :تاريخ دريافت

  يدهچك

ها به در برخي شرايط پروتئين. ها عمدتاً داراي ساختار كروي و محلول در آب هستنددر شرايط نرمال فيزيولوژيكي، پروتئين
در اين مطالعه، اثرات عصاره . شوندزا هستند تبديل ميهاي آميلوئيدي كه نامحلول و بيماريها يا پلاكساختارهايي بنام فيبريل
مرغ و همچنين اثر اين گيري فيبريل هاي ليزوزيمِ سفيده تخمبر شكل) Quercus brantii( ايراني هيدروالكلي جفت بلوط
مرغ در حضور و غياب به همين منظور ليزوزيم سفيده تخم. گرفته بررسي شده استهاي از پيش شكلعصاره بر حذف فيبريل

، طيف CRهاي اتصال اثر عصاره با استفاده از آزمون. دروز انكوبه ش 15بمدت  C60˚عصاره هيدروالكلي جفت بلوط در دماي 
عصاره نتايج نشان داد كه  .مورد بررسي قرار گرفت FE-SEMو ميكروسكوپ  ANSو  THTو تست فلورسانس  CDسنجي 

فت همچنين عصاره ج. هاي آميلوئيد استگيري فيبريلهاي مورد آزمايش داراي اثر مهاري بر شكلجفت بلوط در تمامي نسبت
عصاره به  5/0: 1هاي در نسبت زدايي فيبريلهاي آميلوئيدي دارد و بيشترين اثر بر تجمعزدايي فيبريلكننده بر تجمعاثر تسريع

توان نتيجه گرفت كه جفت بلوط حاوي تركيباتي است كه از نتايج بدست آمده در اين مطالعه مي. شودفيبريل مشاهده مي
هاي وابسته به آميلوئيد بكار گرفته هاي آميلوئيدي در درمان بيمارير در تهيه داروها براي حذف پلاكواند بعنوان عوامل موثت  مي
  .شود

هاي آميلوئيدي، ليزوزيم هاي آميلوئيدي، پلاكهاي آميلوئيد، بيماري، عصاره بلوط، فيبريلQuercus brantii :كليدي ه هايواژ
  HEWLمرغ، تخم سفيده

  bahramikia.s@lu.ac.ir  :، پست الكترونيكي09166614082: فن، تلنويسنده مسئول* 

  مقدمه
 شيجهش، استرس، تب و افزازا مانند در شرايط بيماري

در و  از اشكال طبيعي خود خارج شدههاي پروتئين ؛سن
اين  .يابندمي تجمعآميلوئيدي ) هايفيبريل(ها پلاك شكل

ساختارهاي ثانويه غني از كه نامحلول پروتئيني اشكال 
هاي مختلف مانند در اندامبا تجمع  هستند صفحات بتا

مانند هاي مختلف موجب بيماري، كليه و غيره رودهمغز، 
و  آنسفالوپاتي اسفنجي، نخاعي- آتاكسي مغزيآلزايمر، 

   .)19و  14( ندوشيم غيره

هاي آميلوئيدي رويكردهاي براي پيشگيري يا درمان بيماري

از جمله اين رويكردها . متفاوتي در نظر گرفته شده است
 يمولكول يهامهاركنندهتوان به مواردي مانند استفاده از مي

 يچاپرون مصنوعينيم يهادياز پپت استفاده، )18( كوچك
ساختار فرم  تيتثب، )30( دهيد بيبافت آس ونديپ، )29(

 يماريكه ب يدر موارد يدرمان ژن ،نيمحلول پروتئ
 ديتول مهار، )16(داشته باشد يكيمنشاء ژنت يديلوئيآم

-شكسته مهار ،آن يسازهاشيپ اي كيدوژنيوئيآم نيپروتئ

 يهاها به فرمشدن آن ليساز و تبدشيپ يهانيشدن پروتئ
و  )Aβ(بتا  ديلوئيمثل آم ييهانيدر پروتئ كيدوژنيلوئيآم
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  . اشاره نمود )17( يادبيبر آنت يمبتن يمونوتراپيا

 يبالقوه برا يهاكوچك عامل يمولكول يهاكنندهرمها
ها هستند كه بر يماريب ينا پايه يهايسمدرمان مكان

-يم يرتاث هاي آميلوئيديفيبريل يلمختلف تشك يرهايمس
-يكوچك، پل يمولكول يباتاز ترك يگروه. )20( ذارندگ

بالا در  يهاغلظتهستند كه در و فلاونوئيدها ها فنول
اثرات ضد  داراي نه تنها ها عمدتاًفنل. وجود دارند ياهانگ
- يبريلبر ف ياكنندهثباتيند، بلكه اثرات بايلوئيدوژنيكآم

. دارند) شكلبي تجمعاتبه  يبريلف يلتبد( يلوئيدآم يها
احتمالا متفاوت از  هايبريلف نمودن ثباتيب يسممكان
  . )23و  18، 11( ستا ميلوئيدآ يلمهار تشك يسممكان

و گياهان  يعيطب يداروهااستفاده از به  ياديعلاقه ز امروزه
و تحمل ي عوارض جانبداشتن كمترين بعلت دارويي 

از سوي  .وجود دارد ،يمصنوع يبا داروها سهيدر مقا شتريب
مقادير بالايي از  ديگر همانطور كه اشاره شد گياهان داراي

از اينرو در مطالعات بسياري . ها و فلاونوئيدها هستندفنول
هاي وابسته به تاثير گياهان دارويي بر درمان بيماري
ها نكه از جمله آ آميلوئيد مورد بررسي قرار گرفته است

، Cassia tora Linnتوان به بررسي اثر عصاره گياهان مي
Withania somnifera ،Ginkgo biloba  و ، عصاره سير

، 26، 22،13( اشاره نمود پلي فنولهاي موجود در چاي سبز
32 33(.  

راش  خانواده اعضاي از) Quercus( بلوط درخت
)Fagaceae (است )هاي درخت بلوط يكي از گونه .)25

) بلوط زاگرس يا يبلوط فارس( Quercus brantiiگونه 
تاج  كي داراي متر 20 تقريبي با ارتفاعدرختي باشد كه مي

 شكل يمرغمتخ اين درخت هايبرگ. ي استبزرگ كرو
در  كهاست  دهيكشبيضوي آن  وهيم. دانينداند يهاهيحاش با

   .)31( قرار داردشكل  يمخروط ديكاسه سف

ضد  يبعنوان داروها) جفت( يرانيبلوط ا وهيم پوسته
عصاره . رنديگيمورد استفاده قرار م ياسهال در طب سنت

 باتيترك .استو بهبود زخم  ياثر ضد باكتر يدارا جفت

هاي مختلف موجود در قسمت يدانياكس يآنتلي و فنو
 اختلالات عصبي، كاهش علائم مربوط به درخت بلوط بر

  .)25و  15، 8( استموثر  ابتيو د آلزايمر

جفت بلوط و نظر بحضور هاي باليني با توجه به جنبه
در اين ، ياهاندر گ ها و فلاونوئيدهامقادير بالاي فنول

بلوط بمنظور بررسي  جفتعصاره هيدروالكلي  مطالعه
هاي وابسته به آميلوئيد بر درمان بيماري آناثرات احتمالي 

 مرغتخم مورد بررسي قرار گرفت و ليزوزيم سفيده
)HEWL: Hen egg-white lysozyme (عنوان پروتئين ب

  .مدل استفاده شد

 مواد و روشها

 T، تيوفلاوين)HEWL( مرغليزوزيم سفيده تخم :مواد
)Thioflavin T:THT(دياس كيسولفون -8 نفتالن نويلي، آن 

(ANS: Anilinonaphthalene-8-sulfonic acid) ، قرمز
از شركت ، كاتچين و گاليك اسيد )CR: Congo red(و كنگ
 دراتيه يد كيفسفات منوباز ميگليسين، سد گما؛يس
)NaH2PO4*H2O(، دراتيه يد كيبازيفسفات د ميسد 
)Na2HPO4*2H2O(سديم آزيد ، )NaN3(ديكلرا مي، سد 
)NaCl(، آلومينيوم كلرايد )AlCl3( فولين سيوكالتيو ،

(FCR: Folin-Ciocalteu) ،كيدروكلريه دياس )HCl( ،
از ) NaOH(و سديم هيدروكسيد ) NaNO2(سديم نيتريت 

از  يدرصد حجم 96 يطب كيليشركت مرك؛ الكل ات
  شركت الكل نصر

 Fluorescence(ي متريدستگاه اسپكتروفلور :هيزاتتج

Spectrophotometer(  مدلCary-Eclipse ساخت شركت 
Agilentمدل  ي روبش يالكترون كروسكوپي، دستگاه مFE-

SEM )Field-emission Scanning Electron 

Microscope(  ساخت شركتTESCAN  ،كشور چك
ساخت شركت  WBمدل  يسرولوژ يدستگاه بن مار

مدل  درير تيكروپليدستگاه م ا،يآر زيتجه يد يرانيا
Epoch وتكيساخت شركت ب )BioTek(اچ متر  ي، پ
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  WinLabساخت شركت 

پارك جنگلي از  دانه بلوط فارسي :گياهي تهيه عصاره
آباد در هاي زاگرس شهرستان خرمكوهپايهشورآب واقع در 

و در سايه خشك  دانه بلوط. آوري شداستان لرستان جمع
 4 يط جفت يالكلدرويعصاره ه. آن جدا شد جفتسپس 

در دو  و درصد 80 اتانولدر دو مرحله اول با (مرحله 
عصاره . دياستخراج گرد) درصد 70 اتانولمرحله دوم با 

درجه  40ي و در دما ظيتغل يدستگاه روتار لهيحاصل بوس
  . در آون خشك شدگراد سانتي

 يلوفن يمحتوا :ي جفتعصاره يلوفن يمحتوا يينتع
مورد  )FCR( معرف فولين سيوكالتيوبا استفاده از  عصاره
 100تا  10غلظت  .)27( قرار گرفت يلو تحل يهتجز

 يمنحن احيطر يبرا يداسيكگال يترليليدر م يكروگرمم
 يتر ازليليم 5/0منظور، ينا يبرا. شداستاندارد استفاده 

 و) 1:10ه نسبت رقيق شده ب( FCR يترليليم 5/2با ه عصار
مخلوط ) درصد 7,5( يمكربنات سد يترليليم 2سپس با 

اتاق، در  يدر دما يقهدق 90بمدت  ييمخلوط نها. شد
نانومتر، با  765در  هانمونه بجذ. انكوبه گرديد يكيتار

زمان ش همرو اين. ميكروپليت ريدر خوانده شداستفاده از 
بر  يجتان انجام و يداسيكمختلف گال يهاغلظت يبرا

در هر گرم وزن خشك  يداس يكگرم گاليليم حسب
  .بيان شدعصاره 

 يمحتوا :ي جفتعصاره يديفلاونوئ يمحتوا نييتع
 ديكلرا ومينآلومي معرف از استفاده باعصاره  يديفلاونوئ

 100تا  10غلظت  .)34( تقرار گرف ليو تحل هيمورد تجز
 ينمنح يطراح يبرا نيكاتچ ترلييليدر م كروگرميم

 5/0 منظور،نيا يبرا. استاندارد مورد استفاده قرار گرفت
 15/0 با سپس و مقطرآب ترلييليم 2از عصاره با  ترلييليم
پس از . مخلوط شد) درصد NaNO2  )15محلول  ترلييلمي
اضافه ) درصد AlCl3  )10محلول  تريليليم 15/0 قه،يدق 6

) درصد NaOH  )4محلول  ترلييليم 2 قه،يدق 6بعد از . شد
 هاضاف مقطرآب تريكروليم 200اضافه و سپس بلافاصله 

اتاق انكوبه  يدر دما قهيدق 15بمدت  ييمخلوط نها. شد
 از استفاده با نانومتر، 510 در هاجذب نمونه. ديگرد
 براي زمانروش هم نيا. خوانده شد درير تيكروپلمي

بر حسب  جينتا. انجام شد نيمختلف كاتچ هايغلظت
  .شد انيدر هر گرم وزن خشك عصاره ب نيكاتچ گرميليم

گيري شكلبراي مطالعه اثر عصاره بر روند  :هاتهيه نمونه
 با استفاده از بافر گليسين HEWL ،هاي آميلوئيديفيبريل

 ليتريليم بر گرميليم 14در غلظت ) pH 2.2(مولار ميلي 50
ر دحاوي محلول پروتئين  يهاوپيكروتيمسپس . شدتهيه 

عصاره تام  2و  1، 5/0هاي  نسبت(غياب و حضور عصاره 
بدون همزده شدن  - در داخل حمام آب ) پروتئين 1به 

روز  15بمدت  گراددرجه سانتي 60 در دماي - محلول
زدايي تجمعروند بر اثر عصاره جهت مطالعه  .انكوبه گرديد

غياب و در  ،شده در روز پانزدهم؛ نمونه فيبريلهآميلوييدي
 1عصاره تام به  2و  1، 5/0هاي  نسبت(ور عصاره حض

روز  سهبمدت  گراددرجه سانتي 37در دماي  )پروتئين
  .)7( انكوبه شد

 هاي آميلوئيديروشهاي مطالعه فيبريل

 CRابتدا استوك غليظ  :)CR(آزمون اتصال قرمز كنگو 
مولار، ميلي NaCl 15/0(مولار ميلي 10بوسيله بافر فسفات 

NaN3 02/0  ،4/7درصد pH (5/2سپس  .تهيه شد 
از محلول  تريماكرول 200به  نياز نمونه پروتئ تريماكرول

. افزوده و كاملاً مخلوط شد) ماكرومولار CR )20 يكار
 يكياتاق و در تار يدر دما قهيدق 30محلول حاصل بمدت 

  400- 700در طول موج  جذبشدت سپس . انكوبه شد
  .)24( شد يريگاندازهنانومتر 

ابتدا استوك  :)T )THTتست فلوئورسانس تيوفلاوين 
 NaCl(مولار ميلي 10بوسيله بافر فسفات  THTغليظ 

 .تهيه شد) pH 7درصد،  NaN3 02/0مولار، ميلي 15/0
از  تريماكرول 2985به  نياز نمونه پروتئ تريماكرول 15سپس 

افزوده و كاملاً ) ماكرومولار THT )15 يمحلول كار
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 فلوئورسانس با اسپكترو فلوئورسانس ت شد. مخلوط شد
و عرض  emission 460-600و   excitation  440در 

 )emissionو   excitationبترتيب براي( 10و 5 شكاف
  .)24( شد يريگاندازه

 دياس كيسولفون -8نفتالن  نويليآنتست فلوئورسانس  
)ANS(:  ابتدا استوك غليظANS  10بوسيله بافر فسفات 

 7درصد،  NaN3 02/0مولار، ميلي NaCl 15/0( مولارميلي
pH (300به  نياز نمونه پروتئ تريماكرول 15سپس  .تهيه شد 

 2685و ) ماكرومولار ANS )20 يميكروليتر از محلول كار
. و كاملاً مخلوط شدافزوده ميكروليتر از بافر گليسين 

در  فلوئورسانس با اسپكترو فلوئورسانس شدت 
excitation  380 و emission 420 -600 و عرض شكاف 

  .)9( شد يريگاندازه  emissionو   excitationبراي 5

 كروسكوپيمي مورفولوژي ساختاري با استفاده از بررس
از هر نمونه  تريكروليپنج م :)FE-SEM(ي روبش يالكترون

 يبر رو) برابر 70 زانمي به مقطرآب لهوسيب( شدهقيرق
 شدن خشك از پس هانمونه. قرارداده شد يومينيآلوم ليفو
از طلا پوشانده شد و در  ايهيلا لهبوسي هوا مجاورت در

 كروسكوپيتوسط م kx 90ييبا بزرگنما Kev 15ولتاژ 
  .اسكن شدند روبشي يالكترون

 نتايج

ميزان  :ي جفت بلوطمحتوي فنولي و فلاونوئيدي عصاره
 جفتي هيدروالكلي عصاره يديو فلاونوئمحتوي فنولي 

   .نشان داده شده است 1در جدول شماره  وطبل

 ي هيدروالكلي جفت بلوطعصاره يديو فلاونوئمحتوي فنولي  -1جدول 

*محتوي فنولي نمونه *محتوي فلاونوئيدي   

57/1±44/454 جفت بلوط 88/271±42/4  
 n=3است،  ± SDمستقل  يشاسه آزم يانگينم يجدر سه كنترل انجام و نتا يشاتآزما *

گرم گاليك اسيد مقدار كل تركيبات فنولي بر اساس ميلي
مقدار كل تركيبات  .در هر گرم وزن خشك عصاره بيان شد

گرم كاتچين در هر گرم وزن فلاونوئيدي بر اساس ميلي
  .خشك عصاره بيان شد

هاي آميلوئيدي فيبريل :)CR(آزمون اتصال قرمز كنگو 
اين . هستند CRمولكول اتصال جهت هاي داراي جايگاه

هاي ها واقع در سطح صفحات بتاي فيبريل جايگاه
متصل  يديلوئيآم يهاليبريبه ف CR يوقت. آميلوئيدي است

-يمشاهده م CR فيجذب در ط مميماكز شيشود؛ افزايم
نانومتر  500به  490آن از  يجذب نور مميماكز شود و

با استفاده  1 در شكل .)21( كنديم دايپ) red shift( فيش
بر  بلوط جفتتاثير عصاره از آزمون اتصال قرمز كنگو؛ 

زدايي تجمعو  گيري تجمعات آميلوييديشكلروند 
  . به تصوير كشيده شده است HEWL فيبرهاي

شود؛ طيف الف مشاهده مي - 1همانطور كه در شكل 
روز پس از  HEWL، 15جذب نوري قرمز كنگوي 

يابد و افزايش مي گراددرجه سانتي 60 مايانكوباسيون در د
 دايپ فينانومتر ش 500به  490آن از  يجذب نور مميماكز

اين تغييرات بيانگر فيبريله شدن پروتئين ليزوزيم . كنديم
هايي كه در نمونه. تحت شرايط اسيدي و حرارت بالاست

هاي مختلفي از عصاره جفت محلول پروتئين حاوي غلظت
يط اسيدي و حرارت بالا صرفاً منجر به بلوط است؛ شرا

شود و افزايش اندك در شدت جذب نوري قرمز كنگو مي
هاي بالاتر تغيير در شانه طيف و شيفت به طول موج

توان نتيجه گرفت كه عصاره لذا مي. شودمشاهده نمي
كند و مانع ممانعت مي HEWLجفت بلوط از فيبريله شدن 

تجمعات آميلوييدي  گيرياز تكميل شدن فرآيند شكل
  . شودپروتئين مي
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ب -1شكل 
)روز سوم(نمونه شاهد 

Fibril+  1:0.5(جفَت بلوط(
Fibril+   1:1(جَفت بلوط(
Fibril+   1:2(جَفت بلوط(
CR رنگ

  
گيري شكلروند بر ) الفجهت ارزيابي تاثير عصاره هاي مختلف عصاره جفت بلوط در غياب و حضور غلظتآزمون اتصال قرمز كنگو  -1شكل 

فيبرهاي زدايي تجمعروند بر  )ب گراددرجه سانتي 60هاي پروتئين در دماي نمونهسيون روز پس از انكوبا HEWL ،15 تجمعات آميلوييدي
HEWL، گراددرجه سانتي 37ها در دماي روز پس از انكوباسيون فيبريل سه  

هاي مختلف عصاره؛ با افزايش در مقايسه اثرگذاري غلظت
گيري فيبرهاي آميلوئيدي غلظت ميزان مهار روند شكل

بنابراين بهترين غلظت تاثيرگذار عصاره در . يابدافزايش مي
  .شودعصاره به پروتئين حاصل مي 2:1نسبت 

شود؛ تحت شرايط ب مشاهده مي -1همانطور كه در شكل 
سه ( گيري تجمعات آميلوييديشكلپذيري روند برگشت

، )گراددرجه سانتي 37 روز پس از انكوباسيون در دماي
هاي از پيش فيبريلوي جذب نوري قرمز كنگ طيفشدت 

ماكزيمم طيف  يابد اماكاهش مي شكل گرفته ليزوزيم
نانومتر قرار دارد كه  500ي همچنان در ناحيهجذب 

نشانگر وجود مقادير بالاي فيبرهاي آميلوئيدي در نمونه 
 يجذب نور مميماكزتحت اين شرايط؛ . كنترل است

هاي مختلف در حضور غلظت انكوبه شدههاي نمونه
 blue( فينانومتر ش 490به  500از اره جفت بلوط عص

shift (اثر اين عصاره بر اين تغييرات بيانگر . كنديم دايپ
بيشترين . استپروتئين فيبرهاي زدايي تجمعتسريع روند 

پذيري فيبرهاي آميلوئيدي در ميزان تاثير عصاره بر برگشت
با افزايش غلظت . عصاره به فيبر است 5/0: 1نسبت 
   .يابدمي كاهشزدايي ه؛ تاثير آن بر روند فيبريلعصار

هاي آميلوئيدي داراي فيبريل :THTفلوئورسانس 
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. هستند THTپروب فلورسنت هاي اتصال جهت  جايگاه
هاي ها واقع در كانال بين صفحات بتاي فيبريل اين جايگاه

به ساختار صفحات  بيترك نيكه ا يزمان. آميلوئيدي است
شود؛ شدت يمتصل م ديلوئيآم هايبريموجود در ف يبتا

با  2 در شكل. )24( ابدييم شيافزا THT فلوئورسانس 
تاثير عصاره جفت  ؛THT فلوئورسانس استفاده از تست 

دايي تجمعو  گيري تجمعات آميلوييديشكلبلوط بر روند 
  .به تصوير كشيده شده است HEWLفيبرهاي 

  
بر روند ) الف  هاي مختلف عصاره جفت بلوط جهت ارزيابي تاثير عصارهدر غياب و حضور غلظت THT فلوئورسانس شدت  يرگياندازه -2شكل 

زدايي تجمع بر روند) ب گراددرجه سانتي 60هاي پروتئين در دماي روز پس از انكوباسيون نمونه HEWL  ،15 گيري تجمعات آميلوييديشكل
   گراددرجه سانتي  37ها در دماي روز پس از انكوباسيون فيبريل سه، HEWL هايفيبريل

شدت شود؛ مشاهده مي الف -2همانطور كه در شكل 
 HEWLروز پس از انكوباسيون  پانزده THT فلوئورسانس 

اين افزايش . يابدافزايش مي گراددرجه سانتي 60 در دماي
هاي آميلوئيد در نمونه انكوبه شده فيبريلگيري بيانگر شكل

در تمامي (عصاره جفت بلوط هاي حاوي در نمونه. است

در شدت  افزايش )عصاره هاي مورد آزمايشغلظت
كه  ناچيز استنسبت به پروتئين شاهد  THT فلوئورسانس 

گيري تجمعات روند شكلعصاره گياه بر  اثر مهاريبيانگر 
شود؛ با نطور كه مشاهده ميهما. است HEWL آميلوييدي

كاهش ميزان افزايش فلورسانس افزايش غلظت عصاره 
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گيري شكلاين كاهش بيانگر كاهش در ميزان . يابدمي
اما اختلاف بين اثر مهاري . استفيبرهاي آميلوئيدي 

هاي مختلف عصاره بسيار كم است كه اين اختلاف غلظت
ل عوامل اتصا گاهياشباح شدن جا تواند بدليلاندك مي

  . باشد نيپروتئ يموثر عصاره بر رو

به فيبرهاي ليزوزيم زدايي تجمعب روند  -2در شكل 
نمونه  THT فلوئورسانس شدت . تصوير كشيده شده است

هاي از پيش شكل گرفته ليزوزيم سه روز پس از فيبريل
 a.uاز حدود گراد درجه سانتي 37انكوباسيون در دماي 

ب  -2در شكل  a.u 60متر از  الف به ك - 2در شكل  160
اين تغييرات بيانگر تاثير دماي پايين بر شروع . رسدمي

 جفتعصاره در حضور . هاستپذيري فيبريلروند برگشت
بيشتري كاهش  )هاي مورد آزمايشدر تمامي غلظت( بلوط

 نمونه شاهدنسبت به  THT فلوئورسانس در شدت 
ياه بر تسريع روند كه بيانگر تاثير عصاره گ شودميمشاهده 
در اين خصوص نيز بيشترين ميزان . ستفيبرهازدايي تجمع

پذيري فيبرهاي آميلوئيدي در نسبت تاثير عصاره بر برگشت
شود و با افزايش غلظت عصاره به فيبر ديده مي 5/0: 1

   .يابدزدايي كاهش ميعصاره؛ تاثير آن بر روند فيبريل

معرض حلال  نواحي هيدوفوب در :ANSفلوئورسانس 
پروب هاي اتصال جهت هاي آميلوئيدي جايگاهفيبريل

به ساختار  بيترك نيكه ا يزمان. هستند ANSفلورسنت 
شود؛ يمتصل م ديلوئيآم هايبريموجود در ف يصفحات بتا

با  3در شكل  .)12( ابدييم شيافزا آن فلوئورسانسشدت 
تاثير عصاره جفت ؛ ANS فلوئورسانس استفاده از تست 

گيري شكلبلوط بر هيدروفوبيسيته سطحي طي روند 
به  HEWLفيبرهاي زدايي تجمعو  تجمعات آميلوييدي

  .تصوير كشيده شده است

شود؛ شدت الف مشاهده مي -3همانطور كه در شكل 
 HEWLپانزده روز پس از انكوباسيون  ANSفلوئورسانس  

ش اين افزاي. يابدافزايش ميگراد درجه سانتي 60 در دماي
-و شكل HEWLبيانگر افزايش هيدروفوبيسيته سطحي 

در . هاي آميلوئيد در نمونه انكوبه شده استگيري فيبريل
هاي در تمامي غلظت(هاي حاوي عصاره جفت بلوط نمونه

افزايش در شدت فلوئورسانس ) مورد آزمايش عصاره
ANS  نسبت به پروتئين شاهد ناچيز است كه بيانگر اثر

اه بر در معرض سطح قرارگيري سطوح مهاري عصاره گي
گيري تجمعات هيدروفوب پروتئين و در نتيجه مهار شكل

با افزايش غلظت عصاره؛ ميزان . است HEWLآميلوييدي 
بطوريكه در . يابدهيدروفوبيسيته سطحي پروتئين كاهش مي

داراي كمترين  HEWLعصاره به پروتئين  2:1نسبت 
ا نيز اختلاف بين اثر در اينج. هيدروفوبيسيته سطحي است

مهاري غلظت هاي مختلف عصاره بسيار كم است كه اين 
اتصال  گاهياشباح شدن جا تواند بدليلاختلاف اندك مي

  .باشد نيپروتئ يعوامل موثر عصاره بر رو

نمونه  ANSب شدت فلوئورسانس  - 3در شكل 
سه روز پس از  HEWLهاي از پيش شكل گرفته   فيبريل

 a.uاز حدود گراد درجه سانتي 37ي انكوباسيون در دما
ب  - 3در شكل  a.u 70الف به حدود  - 3در شكل  180

اين تغييرات بيانگر تاثير دماي پايين بر . يابدكاهش مي
در حضور . هاستپذيري فيبريلشروع روند برگشت

) هاي مورد آزمايشدر تمامي غلظت(عصاره جفت بلوط 
نسبت به  ANSكاهش بيشتري در شدت فلوئورسانس  

شود كه بيانگر تاثير عصاره گياه بر نمونه شاهد مشاهده مي
كاهش بيشتر سطوح هيدروفوب در معرض سطح پروتئين 

در اين خصوص نيز . زدايي فيبرهاستو تسريع روند تجمع
عصاره به  5/0: 1بيشترين ميزان تاثير عصاره در نسبت 

  .شودفيبر ديده مي

 يديلوئيآم يهاليبريف :)FE-SEM(تصاوير ميكروسكوپي 
داراي مورفولوژي ها منبع آن نيبدون توجه به پروتئ

 يالكترون كروسكوپيم). 30(مانند هستند  ي رشتهساختار
مشاهده  يبرا يعال اريبس وسيله كي )FE-SEM( يروبش

  .ها استنيپروتئي ساختارمورفولوژي 
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بر روند ) هاي مختلف عصاره جفت بلوط جهت ارزيابي تاثير عصاره الفدر غياب و حضور غلظت ANS فلوئورسانس شدت  يرگياندازه -3شكل 

زدايي تجمعبر روند ) ب گراددرجه سانتي 60هاي پروتئين در دماي روز پس از انكوباسيون نمونه HEWL ،15 گيري تجمعات آميلوييديشكل
  گراددرجه سانتي 37ها در دماي روز پس از انكوباسيون فيبريلسه ، HEWL يهافيبريل

؛ تاثير FE-SEM كروسكوپيمبا استفاده از  4 در شكل
) عصاره به پروتئين 5/0: 1در نسبت  (عصاره جفت بلوط 

گيري شكلپروتئين طي روند مورفولوژي ساختاري بر 
وير كشيده به تصفيبرها زدايي تجمعو  تجمعات آميلوييدي

  .شده است

پروتئين ليزوزيم در حالت نرمال فيزيولوژيكي داراي 
الف  - 4طور كه در شكل همان. ساختار كروي است

در غياب عصاره جفت بلوط، مورفولوژي شود ملاحظه مي
هاي روز پس از انكوباسيون نمونه 15(ساختاري ليزوزيم 

همچنين  و) گراددرجه سانتي 60پروتئين در دماي 
سه روز پس از ( هاي ليزوزيمفيبريلمورفولوژي ساختاري 

داراي  )گراددرجه سانتي 37ها در دماي انكوباسيون فيبريل
در حضور عصاره جفت . اي و فيبريلي استساختار رشته

بلوط، پروتئين ليزوزيم در شرايط انكوباسيون در شرايط 
ز عليرغم تغيير شكل ا- گراددرجه سانتي 60اسيدي و دماي 
گيري ساختارهاي فيبريلي و به سمت شكل -حالت كروي

اين تصوير بيانگر تاثير مهاري . شودخطي سوق داده نمي
هاي آميلوئيد است گيري فيبرعصاره جفت بلوط بر شكل
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شود ج مشاهده مي - 4همچنين در شكل ). ب - 4شكل (
هاي از پيش تشكيل شده ليزوزيم در حضور كه فيبريل

اند كه اي خارج شدهط از حالت رشتهعصاره جفت بلو

زدايي بيانگر تاثير اين عصاره بر تغيير شكل و تجمع
  .آميلوئيدي استفيبرهاي 

  

 ج - 4شكل  ب-4شكل الف - 4شكل 

  

  nm 500مقياس در نوارگيري ، اندازههاي مختلف عصاره جفت بلوطغياب و حضور غلظت در FE-SEM تصاوير ميكروسكوپ -4شكل 
سه روز پس (هاي ليزوزيم و فيبريل) گراددرجه سانتي 60هاي پروتئين در دماي روز پس از انكوباسيون نمونه 15(ليزوزيم مورفولوژي ساختاري ) الف

) ب، )تصاوير ميكروسكوپي هر دو نمونه يكسان است( در غياب عصاره جفت بلوط )گراددرجه سانتي 37ها در دماي از انكوباسيون فيبريل
) ج، )گراددرجه سانتي 60هاي پروتئين در دماي روز پس از انكوباسيون نمونه 15(در حضور عصاره جفت بلوط  HEWLمورفولوژي ساختاري 
-درجه سانتي 37ها در دماي روز پس از انكوباسيون فيبريل سه( در حضور عصاره جفت بلوط HEWLتجمعات آميلوئيدي مورفولوژي ساختاري 

  )گراد

 گيريو نتيجهحث ب

هاي گياهي به دليل داشتن مقادير بالايي از تركيبات عصاره
پيشگيري و اين تركيبات بر  احتمالي فنولي و اثر و معدني

مورد توسط محققان مختلف  ي مختلفدرمان بيماري ها
ميوه و  شيميايي تركيب .)5و  4( اندبررسي قرار گرفته

 مقدار، اتدريكربوهجفت بلوط شامل مقدار زيادي 
ي، و مقدار قابل توجهي از مواد چربمتوسطي پروتئين و 

نشان  1جدول همچنين همانطور كه در  )1( معدني است
حاوي مقادير بالايي از تركيبات جفت بلوط داده شد 

 يمولكول يباتترك .است يديو فلاونوئحلقوي فنولي 
 يدهاياسينوآمتوانند با مي آروماتيك يهاحلقه يحاو

برهمكنش نموده و مانع ها موجود در پروتئين يكآرومات
هاي هاي هيدروفوب و استكينگ زنجيرهبرقراري برهمكنش

در . هاي مختلف شوندجانبي اسيدهاي آمينه در پروتئين
هاي آميلوئيدي و همچنين گيري فيبريلنتيجه فرآيند شكل

مكانسيم  .)10( گرددها مختل مياستحكام ساختاري فيبريل
گيري فيبرهاي آميلوئيدي تركيبات بر روند شكل اثر اين

ها بر از بين بردن تجمعات از متفاوت از مكانيسم اثر آن
 از آنجايي كه .)10و  9( تاسشده پيش شكل گرفته 

اين تركيبات عصاره جفت بلوط حاوي مقادير بالايي از 
 ياثرات احتمال يعصاره بمنظور بررساين ؛ حلقوي است

 يلوئيدآم ييزدايبريلفو  ات آميلوييديگيري تجمعشكلبر 
همانطور كه از نتيجه آزمايشات  .قرار گرفت يمورد بررس

هاي عصاره جفت بلوط در تمامي نسبت گرديد؛ مشاهده
گيري شكلمورد آزمايش داراي اثر مهاري وابسته به دوز بر 

همچنين اين عصاره . پروتئين است تجمعات آميلوييدي
بيشترين . شودميفيبرها زدايي تجمعفرآيند  موجب تسريع

500 nm 500 nm 500 nm
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 5/0: 1در نسبت  فيبرهازدايي تجمعاثر عصاره بر روند 
  .شودعصاره به فيبريل مشاهده مي

و تركيبات  هاعصارهمطالعات بسياري براي بررسي اثر 
هاي گيري و حذف فيبريلگياهي بر فرآيندهاي شكل
 و رامشينيبعنوان مثال . آميلوئيدي انجام شده است

 مرزه برگ گياه عصارهمشاهده كردند كه  )2( همكاران
)Satureia hortensis L.( گيري شكل موجب مهار

 آميلوئيدي فيبرهاي تشكيل و HEWL تجمعات آميلوييدي
عصاره جفت بلوط همانند عصاره برگ گياه مرزه  .دوشمي

روند . نمايدگيري فيبرهاي آميلوئيد جلوگيري مياز شكل
ها و فت بلوط منجر به كاهش طول فيبريلمهاري عصاره ج

. شودشكل ميها به سمت تجمعات بيدهي آنسوق
-عصاره برگ گياه مرزه بجاي شكلدر حضور كه درحالي

مي رسيكوچك غ گومرهايياولهاي بالغ گيري فيبريل
اين تفاوت بدليل تاثير عصاره اين دو گياه  .شونديم تشكيل

پروتئين  عات آميلوييديگيري تجمشكلبر مراحل مختلف 
گيري شكلعصاره برگ گياه مرزه بر كليه مراحل . است

كه عصاره اثر مهاري دارد در حالي تجمعات آميلوييدي
گيري شكلمراحل اوليه  بازشدن پروتئين در جفت بلوط بر

 )2( رامشيني و همكاران. تاثيري ندارد تجمعات آميلوييدي
گيري تجمعات شكلعصاره برگ گياه مرزه بر مهار اثر 

مربوط به حضور مقادير بالايي از  را HEWL آميلوييدي
   .شمارندها و تركيبات حلقوي بر ميپلي فنول

-شكلاثر عصاره برگ چاي سبز بر روند در مطالعه ديگر 

مورد بررسي قرار  HEWL گيري تجمعات آميلوييدي
-شكلگرفت و مشاهده شد كه عصاره اين گياه بر روند 

 استاثر مهاري داراي پروتئين  ات آميلوييديگيري تجمع
گيري شكلبر روند برگ چاي سبز عصاره اثر مهاري  .)3(

عصاره نيز همانند پروتئين ليزوزيم  تجمعات آميلوييدي
برگ چاي سبز عصاره . وابسته به دوز استجفت بلوط 

بر تر قويداراي اثر مهاري عصاره جفت بلوط نسبت به 
است  HEWL ات آميلوييديگيري تجمعشكلروند 

عصاره برگ چاي سبز به ( 5/0: 1در نسبت  بطوريكه
HEWL(،  گيري شكلموجب مهار كامل فرآيند اين عصاره

اثر  )3( رامشيني و همكاران .شودمي تجمعات آميلوييدي
را مربوط به حضور مقادير چاي سبز  عصاره برگمهاري 

جاد پيوندهاي ها و تركيبات حلقوي و ايبالايي از پلي فنول
با اسيدهاي آمينه حلقوي موجود در  اين تركيبات استكينگ
  .دانندمي HEWLساختار 

عصاره حاصل از دانه گياه خار مريم ( سيليمارين مهاري اثر
)Silybum Marianum ((گيري تجمعات شكل فرايند بر

بررسي و مشاهده شد كه سيليمارين  HEWL آميلوييدي
 .)6( شود مي آميلوئيدي تجمعات تشكيل مهار باعث

اثر مهاري عصاره جفت بلوط داراي نيز همانند  سيليمارين
 گيري تجمعات آميلوييديشكلوابسته به غلظت بر روند 

از اثر  يتركماثر مهاري  اما داراي پروتئين ليزوزيم است
همانند عصاره جفت  سيليمارين. عصاره جفت بلوط است

. شودشكل ميبي گيري تجمعاتبلوط موجب شكل
اثر مهاري سيليمارين را وابسته  )6( مهر و همكاران مهدوي

دانند كه مي فلاونوئيدي و فلاونوليگناني تركيباتوجود به 
 هايزنجيره با آبگريز و آروماتيك هايبرهمكنش ايجاد با

در معرض سطح قرارگرفتن سطوح  مانع پروتئين جانبي
-زنجيره بين ايهبرهمكنش برقراريهيدروفوب پروتئين و 

   .دشونمي آميلوئيدي ها و تشكيل تجمعاتآن جانبي هاي

از مقايسه نتايج حاصل از اين آزمايش با نتايج حاصل از 
توان نتيجه گرفت كه حضور مقادير مطالعات ذكر شده مي

به  منجربالاي فنول و فلاونوئيد در عصاره جفت بلوط 
 .شودپروتئين ميزدايي فيبريل زايي و تسريعمهار فيبريل

نكته قابل تامل در اين آزمايش در خصوص بيشترين اثر 
است كه در نسبت  زدايي آميلوييديتجمععصاره بر روند 

شود و با افزايش عصاره به فيبريل مشاهده مي 5/0: 1
با افزايش  .يابدغلظت عصاره ميزان تاثيرگذاري كاهش مي

وي پروتئين غلظت عصاره، ميزان حلاليت آن در محلولِ حا
احتمالاً اين كاهش . درجه كاهش يافت 37در دماي 
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حلاليت منجر به كاهش ميزان تركيبات موثره عصاره 
كاهش در نتيجه و ) تركيبات فنولي و فلاونوئيدي(

   .باشدفيبرها زدايي تجمعروند گذاري آن بر تسريع تاثير

توان نتيجه گرفت ها ميهاي حاصل از اين آزمايشاز داده
حاوي تركيباتي است كه قادر به  جفت بلوطعصاره كه 

گيري فيبرهاي آميلوئيد و همچنين جلوگيري از شكل
- بررسي. استليزوزيم شده حذف فيبرهاي ازپيش تشكيل

هاي بيشتري براي يافتن اين تركيبات موثر جهت ساخت 
 هاي وابسته به آميلوئيدبيماريداروهاي مورد نياز در درمان 
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Abstract 

In normal physiological conditions, proteins are mostly spherical and water-soluble. In 
some cases, proteins are converted into structures called fibrils or amyloid plaques that 
are insoluble and pathogenic. In this study, the effects of hydroalcoholic extracts of 
Quercus brantii fruit-hull on the formation of hen egg-white lysozyme fibrils as well as 
the effect of this extract on the elimination of preformed HEWL fibrils have been 
investigated. For this purpose, lysozyme was incubated in presence and absence of Q. 
brantii extract at 60 ˚C for 15 days. The effect of extract was evaluated using CR 
binding assay, CD spectroscopy, THT and ANS fluorescence testing, and FE-SEM 
microscope. The results showed that Q. brantii extract in all tested ratios has an 
inhibitory effect on the formation of amyloid fibrils. Also, the extract has an 
accelerating effect on the defibrillation of amyloid aggregates and the greatest effect of 
it on defibrillation is observed in the ratio of 0.5: 1 extract to fibril. From the results 
obtained in this study, it can be concluded that Quercus brantii fruit-hull contains 
compounds that can be used as agents in the preparation of drugs for the removal of 
amyloid plaques in the treatment of amyloid-dependent diseases. 

Key words: Quercus brantii, Oak extract, Amyloid fibrils, Amyloid diseases, Amyloid 
plaques, Hen egg-white lysozyme, HEWL 


