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  م يزوزين ليون و سميت پروتئيلاسيبريزيره سبز ايراني بر ف ياثرات مهار يبررس
  SK-N-MCهاي  در سلول

  
  

  11/4/1393: پذيرش تاريخ؛   21/2/1393  :مقاله دريافت تاريخ

  
عصـبي و سيسـتماتيك در ارتبـاط     تحليل برنده هاي ها نظير بيماري تجمعات آميلوئيدي با برخي از بيماري :سابقه و هدف

هـاي فيبريلاسـيون پـروتئين     در درمان جنون كه با بيماري) كومينوم سيمينوم(هاي بسيار دور از زيره سبز  از زمان. باشند مي
هدف از اين مطالعه بررسي اثرات مهاري زيـره سـبز ايرانـي در مهـار فراينـد فيبريلاسـيون و       . شود مرتبط است استفاده مي

  .باشد ها مي سميت تجمعات پروتئيني بر سلول
ف دورنگ يبا طليزوزيم سفيده تخم مرغ در حضور و عدم حضور كومينوم سيمينوم  فيبريلاسيون پروتئين :ها مواد و روش

مرگ سلولي بـر روي  . ، تصاوير ميكروسكوپ نيروي اتمي بررسي شدTن يوفلاوي، نشر فلورسانس ت) CD( يدوران يينما
  .و مصرف گلوكز مطالعه شد MTT ،LDHهاي  با روش  SK-N-MCرده سلولي 

كومينـوم   ويـژه  كننـدگي اثر مهـار  اين  شد و ليزوزيم پروتئين ساختارهاي فيبريليكومينوم سيمينوم مانع از تشكيل  :ها يافته
بلكه در برخي موارد نيز باعـث   نگرفتهاي ضروري نه تنها مهاري صورت  باشد چراكه در حضور ساير روغن ميسيمينوم 

   .دوش ها مي سنجش مرگ سلولي نيز نشان داد كه روغن كومينوم سيمينوم باعث مرگ سلول نتايج .شد القاي فيبريلاسيون مي
باشد اما خود باعـث مـرگ سـلولي     اگرچه كومينوم سيمينوم داراي اثر بارزي در مهار فيبريلاسيون پروتئين مي :گيري نتيجه
  .دوش مي
  

  SK-N-MCآميلوئيد، ليزوزيم سفيده تخم مرغ، كومينوم سيمينوم، رده سلولي  :كليدي كلمات
  
  

  
  مقدمه

ي جديـد درون سـلول بـه    هاي سـنتز شـده  پروتئين% 30تقريبا 
، شـرايط طبيعـي درون سـلول    درخورند كـه  صورت ناصحيح تا مي

. باشـد  مي آنها سيستم كنترل كيفيت سلول قادر به شناسايي و حذف
هــاي مولكــولي موجــود در سيســتم كنتــرل كيفيــت ماننــد چــاپرون
هاي بد پروتئين) heat shock proteins(هاي محافظ گرمايي پروتئين

كمك به تاخوردگي صحيح آنها  تاخورده را شناسايي نموده و ضمن
-چـاپرون همچنـين  . دنشوآيي و تجمع بعدي آنها ميمانع از گردهم

هـاي  كوئيتيني ميانكنش داده و پـروتئين هاي مولكولي با اجزاي يوبي
كوئيتـون و يـا مسـير     يـوبي  -هاي پروتئازومبد تاخورده را به سيستم

. كننـد هـدايت مـي   و تخريـب  ليزوزوم جهت تجزيـه  -اتوفاگوزوم 

هـاي  در مكانيسم هر نوع نقصيبروز اند كه هشواهد زيادي نشان داد
و ايجـاد  هـا  ممكن است منجر به تجمع پـروتئين  ،و پاكسازي كنترل
از طرفـي تجمـع بيشـتر    . دبي شـو هـاي تحليـل برنـده عص ـ   بيماري
سيسـتم  ي اجزاي پروتئيني تشـكيل دهنـده   ،هاي بدتاخوردهپروتئين
،  بيشـتر  تجمـع  بـه لشـعاع قـرار داده و منجر  را تحت اكيفيت  كنترل

تشـكيل تجمعـات    2و1.شـود استرس سـلولي و تحليـل عصـبي مـي    
موســوم بــه  مختلــف پروتئينــي ويژگــي مشــترك چنــدين بيمــاري

كـه   يانسان هايينمورد از پروتئ 27. باشد مي آميلوئيديهاي  بيماري
 بـه  قـادر  كـه  انـد شده ييهستند، شناسا يلوئيديآم هاييماريعامل ب
مختلف  هايدر بافت يلوئيديآم هاييبريلف ساختارهايي بنام تشكيل

هـاي تحليـل   توان به بيماريها مياز جمله اين بيماري 3و2 .باشنديم

 هچكيد
و2، فرهنگ علي اكبري1طيبعلي سلماني

 3*مرشديدينا 
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. هانتينگتون ، آلزايمـر و پاركينسـون اشـاره نمـود     مانند برنده عصبي
 ناشـي از  هـاي غيـر مغـزي   در بافـت  ديگـري نيـز  هاي  بيماريالبته 

بـه ديابـت نـوع دو و     تـوان  مـي  كـه  باشـند  مـي  يتجمعات پروتئين ـ
سـازمان   ينبـر اسـاس تخم ـ  . سيستميك اشاره نمـود  سآميلوئيدوزي

 يبرنده عصـب  يلتحل هاييمارينرخ ب 2020تا سال  يبهداشت جهان
ــا  ــزا% 7/14ت ــد  يشاف ــتخواه ــات نشــان داده. ياف ــه مطالع ــد ك ان

توانند بـا تغييـر يـافتن    مي ي بسيار متفاوتهاي با ساختارها پروتئين
. رونـد  خود بـه سـمت ايـن تجمعـات ويـژه پـيش       ساختار طبيعي 

 يتـوال  )تجمـع يـافتن  ( شدن يلوئيديمختلف مستعد آم هايينپروتئ
 يـرغم ندارند، اما عل يمشترك يسه بعد يساختارها ياو  ينواسيديآم

 يمشـابه  يشـده سـاختارها   يجـاد ا يلوئيدهايمنشاء متفاوت آنها، آم
تـاخوردگي   1.ي دارنـد ي تقريبا يكسانسلول يتسم مكانيسمداشته و 

هـاي   از ميان تمام تـاخوردگي  دقيق بوده و يصحيح پروتئين فرايند
ــروتئين،  ــك پ ــن ي ــحي ممك ــاخوردگي ص ــيت ــاب م ــوح انتخ . دش

. نادرست قرار دارندتاخوردگي در معرض هاي جهش يافته  پروتئين
هـاي آبگريـز محافظـت     گـروه  بدتاخورده بدليل داشتن هايمولكول
را داشـته و بواسـطه ايـن     تـر  ات بـزرگ قابليت تشكيل تجمع ـ نشده

برنامه ريزي و نهايتا مرگ  و آسيب سلولي منجر به سميتتجمعات 
در  كـه  كننـد شواهد روز افزوني اثبات مـي . شوندمي) آپوپتوز(شده 

محلـول   پروتئينـي  سازهاي پيش ،هاي مرتبط با آميلوئيدهاناهنجاري
هاي بـالغ آميلوئيـدي،   نسبت به فيبريل) هااليگومرها يا پروتوفيبريل(

 سـلولي  ايجاد آسـيب  هايمكانيسم 7و6.داراي سميت بيشتري هستند
در  ي نفوذپـذير هـا تشـكيل كانـال   :تجمعات پروتئيني شـامل  توسط
مهـم  هـاي  با پـروتئين  غيرطبيعيهاي ميانكنش آن،و آسيب به  ءغشا

هـاي  پـروتئين  ماننـد  11و10آنهـا  طبيعـي  و اختلال در عملكرد سلولي
 13و12.هـا پـروتئين  هـاي تـاخوردگي دخيل در سيستم كنتـرل كيفيـت   

يلوئيـد و  فراينـد تشـكيل آم   در رابطـه بـا  گسترده تحقيقات  عليرغم
هاي اندكي براي ايـن  در حال حاضر درمان ،مرتبط با آنهاي  بيماري
هـا  سلول انجام شده درمطالعات  14و2.باشندها در دسترس ميبيماري
كننـد كـه جلـوگيري از تشـكيل     هاي حيواني مختلف بيان ميو مدل

در  15.باشـند آميلوئيدها در كاهش عوارض آميلوئيدوزيس مفيـد مـي  
همــين راســتا فعاليــت ضــد آميلوئيــدي تركيبــات مختلفــي از قبيــل 

بـه  معـروف  محافظت كننـده  ، پپتيدهاي سنتزي، پروتئين هابادي آنتي
شمار زيادي از . اندشناسايي شده 18-16و تركيبات شيمياييها  چاپرون

در  را اند كه پتانسـيل بـالايي  يافت شده يمتنوعهاي كوچك مولكول
گياهـان دارويـي و    20و19.دارنـد ل تجمعـات آميلوئيـدي   يشـك تمهار 
هـاي  داراي كوچـك مولكـول   هاي ضـروري موجـود در آنهـا   روغن

توانند تشكيل و تجمـع آميلوئيـدها را    هستند كه ميطبيعي با ارزشي 
، سـالويا آفيسـيناليس  رزمارينيـك اسـيد گرفتـه شـده از     . مهار كننـد 

ژينكـو  ، آكـروكلين تومنتـوزا  هاي آلي گرفته شده از عصـاره  فركشن
-، آلفا اپي گالوگاتچين )برگرفته از انگور قرمز(، رزوراتورال بيلووبا

مشـتقي از  (اي سـبز، كوركـومين   برگرفته از چ) EGCG(گالات  -3
قادر به مهار تشـكيل  )  كومينوم سيمينوم(آلدهيد و كومين) زردچوبه
 عمـومي بـر ايـن اسـت كـه تركيبـات       باور 24-21و2.اندها بودهفيبريل

تر بوده و نسـبت بـه داروهـاي سـنتزي      طبيعي سالمحاصل از منابع 
تفاده عليـرغم اس ـ  امـا  26و25.شيميايي اثـرات سـوء كمتـري را دارنـد    

ي گياهـان دارويـي مختلـف، برخـي از     روزافزون جهاني از عصـاره 
افراد گزارش شده است كـه   ات نامطلوب اين تركيبات بر سلامتاثر

هاي گياهان دارويي مختلف را غالبـا ناشـي از وجـود     سميت عصاره
خاصيت سـمي ايـن تركيبـات،     27.دانندها ميفنول، آلدهيدها و الكل

هاي ضروري را عليـه عوامـل بيمـاريزاي    ضرورت استفاده از روغن
انساني يا حيواني مبني بر حفاظت از توليدات كشـاورزي و دريـايي   

از  ايگيـاهي داراي مخلـوط پيچيـده    هـاي عصاره 20.نمايداثبات مي
اصلي  اما تعيين تركيبات گياهي هستند،) فيتوشيميايي(تركيبات فعال 
 30-28.در عرصه تحقيقات دارويي جايگاه والايي دارد و يا مواد موثره

 كومينـوم سـيمينوم  در اين مطالعه از روغن ضروري بر همين اساس 
)C.cyminum(  ايراني)ممانعت از تشكيل آميلوئيد  جهت) زيره سبز

 يهاالبته اثر عصاره. از پروتئين ليزوزيم سفيده تخم مرغ استفاده شد
 ـلوئيدر آم نـوم يو كوم مون ، تاراگون ، منتايمانند ل ديگر اناهيگ  يدي

ن اثـر  يبالاتر ،هاد مطالعه قرار گرفت كه از ميان آنليزوزيم مور شدن
به طوري كه مطالعات بعدي بـر  . بود  C.cyminum مربوط به يمهار

ليــزوزيم ســفيده تخــم    .انجــام پــذيرفت   C.cyminumاســاس 
 دلايـل انتخـاب   .بعنوان پـروتئين مـدل اسـتفاده شـد      (HEWL)مرغ

HEWL تمام خصوصـيات   ، شناخته شده بودنعنوان پروتئين مدل هب
تحت  توانايي تشكيل ساختارهاي آميلوئيدي ،فيزيكي و شيميايي آن
ــده ــالاي آن  31شــرايط ناپايداركنن ــا %) 61(و همســاني ب ــروتئين ب  پ

عامـل آميلوئيـدوزيس    ليـزوزيم انسـاني  . باشـد مـي  ليزوزيم انسـاني 
انـد  نتايج مطالعات مختلـف نشـان داده   32.باشدسيستميك توارثي مي
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هـاي آميلوئيـدي   سـميت سـلولي گونـه    و آميلوئيد تشكيل روند ،كه
رو  از ايـن  .باشـد مـي يكسـان  تقريبا متفاوت،  هايپروتئين از حاصل

اسـتفاده  مدل در پيگيري مطالعات آميلوئيدي هاي  توان از پروتئين مي
بـراي   كومينـوم سـيمينوم  از  نيـز  در طب سنتي ايران 34.مفيدي نمود

درمان سردرد، اختلالات گوارشي، اسهال، صرع، جنون و مشـكلات  
اين مطالعه بـراي اولـين    33.مربوط به زوال حافظه استفاده شده است

بر آميلوئيدي شدن ليـزوزيم سـفيده    كومينوم سيمينومبار اثر مهاري 
مطالعات كشت  امادهد نشان مي را شرايط آزمايشگاهيتخم مرغ در 

سـميت  ) (SK-N-MCنوروبلاسـت  هـاي   سلولي با استفاده از سلول
  .ددنرا نشان دا اين روغن ضروري

  
  ها مواد و روش

ــفيده تخـــم مـــرغ  ، ) HEWL, EC 3.2.1.17( ليـــزوزيم سـ
عصــاره گيــاهي  ،، كنگــورد از شــركت ســيگما) T)ThTتيــوفلاوين
هــاي  ، ســلول)شــركت بــاريج اســانس كاشــان( ســيمينومكومينــوم 

كشـت   محـيط . ايـران  از انسـتيتو پاسـتور  ) SK-N-MC(نوروبلاست 
RPMI )گيبكو( سرم جنين گوساله ،FBS )آب سترون قابل )گيبكو ،

، )گيبكـو ( )استرپتومايسـين  -سـيلين  پني(بيوتيك استريل تزريق، آنتي
، )مــرك(ريــك  ، اســيد كلريــد)آلــدريچ ســيگما(ســديم  كربنــات بــي

-5و4(-3، )آلـدريچ  سـيگما (، تريپسـين  ) مـرك (هيدروكسـيد   سديم
) MTT(يـوم برمايـد   تترازول فنيـل  دي-5و2-)ايـل -2-تيازول متيل دي

ــيگما( ــل و دي) س ــيد  متي ــ(سولفكس ــول  ، داراي MTT. )ركم فرم
-گرم بر مـول مـي   32/414وزن مولكولي  ، C18H16BrN5Sشيميايي 

) LDH( كيت اندازه گيري فعاليت آنزيم لاكتات دهيـدروژناز  . باشد
  ).گرينر(از شركت زيست شيمي، كيت سنجش مصرف گلوكز

  
  القاي فيبريلاسيون ليزوزيم

HEWL   ميلـي   50ميلي گرم در ميلي ليتـر در بـافر    2با غلظت
 80 و چـرخش مـنظم    ºC57در دمـاي    = pH 5/2مولار گليسين با 

جهـت مطالعـه مهـار    . در حمام آب گرم قرار داده شددور در دقيقه 
فيبريلاسيون، ليزوزيم در حضور كومينوم سيمينوم و تحـت شـرايط   

  .مشابه گرماگذاري گرديد
  

  Tنشر فلوئورسانس تيوفلاوين 
هـاي فلورسـانس بـا اسـپكتروفتومتر فلورسـانس      تمامي سنجش

بـراي   .در دماي محـيط انجـام شـد   ) مولگراوا، استراليا(واريان كري 
از نمونـه   µl10 ارزيابي تشكيل يا عدم تشكيل فيبرهـاي آميلوئيـدي  

HEWL  (2 mg/ml)  انكوبه شده با و بدون كومينوم سيمينوم، بـهµl  
 كـه از يـك محلـول اسـتوك    ( µM 10با غلظت   ThTمحلول  490

ThT     بـا غلظـتmM 10 تـريس بـا    10دارايpH 8.0(    بـه آرامـي
سپس . دقيقه در فضاي تاريك نگه داشته شد 5و بمدت  مخلوط شد

گيـري  نانومتر اندازه 440نشر فلورسانس در طول موج برانگيختگي 
   .نانومتر بود 5پهناي هر دو اسليت برانگيختگي و نشر . شد
  

  رد جذب نوري كنگو
كلريـد   mM 150در بـافر داراي   mg/ml 1 رد بـا غلظـت    كنگو
بـراي  . حـل شـده بـود    (pH 7.4)فسـفات پتاسـيم    mM 5سـديم و  

ارزيابي تشكيل يا عدم تشكيل فيبريلهاي آميلوئيدي از محلـول تـازه   
از نمونـه گرماگـذاري شـده     µl 10. رد استفاده شـد  تهيه شده كنگو

رد افزوده شد و بعـد از   از محلول كنگو  µl 490كاملا يكنواخت به 
 400- 600مـوج  رد در طـول   دقيقه طيـف جـذب نـوري كنگـو     5

ثبـت   PGT80فـرابنفش   -نانومتر با استفاده از اسـپكتروفتومتر مرئـي  
  .شد

  
  )CD( يدوران ييف دورنگ نمايط

ــ ييف دورنــگ نمــايــط ــزار يپــروتئ يدوران ــا اســتفاده از اب ن ب
در ناحيه بالاتر از فرابنفش با استفاده از AVIV 215 مترياسپكتروپلار

غلظـت  . گيـري شـد  در دماي اتاق انـدازه   1mmكووت با ضخامت 
  . بود mg/mL 0.1پروتئين 

  
  تصاوير ميكروسكوپ نيروي اتمي

HEWL   2با غلظت mg/ml   در حضور يا عدم حضور كومينـوم
رقيـق   µM 50 (pH 2.5)برابر در بافر گلايسين  20سيمينوم به ميزان 
بر روي صفحات ميكاي نازك قـرار  ) µl10(هاي كم  شد و در حجم

ها تحت نيتروژن گازي خشك شده و تصـاوير  سپس نمونه. داده شد
 Veeco Auto probe - CP- researchبا دستگاه ) AFM(نيروي اتمي 
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  .در حالت بدون تماس گرفته شد
  

  هاآميزي فلورسانت نانوفيبريل رنگ
توان مي  ThTبا استفاده از فلوروفورهاي مختص آميلوئيد مانند 

 34.ها را  مشـاهده كـرد  فيبريلاسيون پروتئينتصاوير مراحل مختلف 
هـاي مختلـف    زمـان  مـدت  از پروتئين كـه در  µl 15خلاصه  طور هب

افزوده و تحـت   µl 15 ThT  (500 µM)گرماگذاري شده بود  را به 
 5مدت ها را بهنمونه. شرايط القا كننده تشكيل آميلوئيد قرار داده شد

ــرروي لام      ــد ب ــه بع ــرار داده و در مرحل ــاق ق ــاي ات ــه در دم دقيق
 Cetiميكروسـكوپي پخـش كـرده و بـا ميكروسـكوپ فلورسـانت       

inverso tc100 مشاهده شد.  
  

  هاكشت سلول و تيمار سلول
ــلول ــاي  س ــت   SK-N-MCه ــيط كش   و   RPMI 1640در مح

ــرم  ــا نســبت  FBSس ــي  10ب ــي و آنت ــك درصــد حجم ــاي  بيوتي   ه
  واحـد   100هـاي بـه ترتيـب     سيلين و استرپتومايسين بـا غلظـت   پني

ــي ــر ميل ــر و  ب ــي 100ليت ــي ميل ــر ميل ــرم ب ــا  گ ــاتور ب ــر در انكوب   ليت
  اكســـيد كـــربن و بخـــار آب و در    درصـــدگاز دي 5اتمســـفر 

  هـا بـا   سـلول . درجه سانتيگراد كشـت و نگهـداري شـدند    37دماي 
اعت گرماگـذاري  س ـ 24تـايي بمـدت    96پليـت   تراكم موردنظر در

هـا عـوض شـده و بـا      پس از اين مدت محيط كشت سـلول . شدند
ليزوزيم با يا بدون حضور كومينـوم سـيمينوم    پروتئين  µl 20حجم 

  .تيمار شدند
  

ــدامك   ــر ان ــزوزيم ب ســنجش ســميت ســاختارهاي مختلــف لي
  MTTهاي زنده به روش ميتوكندري سلول و تعيين درصد سلول

ين ميزان سـميت سـاختارهاي مختلـف    يجهت تعMTT آزمايش
بـدين  . انجـام شـد   SK-N-MCهـاي   ليزوزيم بر ميتوكنـدري سـلول  

تـائي بـه   96هاي كشـت   در پليت SK-N-MCهاي  منظور ابتدا سلول
غلظـت اوليـه   (شدند  ساعت به صورت معمول كشت داده  24مدت 

هـا بـا   سـاعت، سـلول   24پـس از  ). سـلول در هـر چاهـك    35000
گرماگـذاري  روغن كومينوم سيمينوم  و بدون حضور پروتئيني كه  با

. ساعت ديگر ادامه يافت 24و كشت به مدت  شده بودند تيمار شده

ميكروليتـر محلـول    20بـه ميـزان   ) ساعت 48پس از (در روز سوم 
MTT ) بـه   )ليتر بافر فسـفات سـالين   ميلي 1ر گرم د ميلي 5با غلظت

در انكوبـاتور  هـا   سـاعت نمونـه   4هر چاهك افزوده شد و به مدت 
هـاي   هاي تترازوليوم بـه كريسـتال   قرار گرفتند تا واكنش تبديل نمك

ســاعت محلــول داخــل  4پــس از گذشــت . فورمــازان كامــل شــود
ليتـر   ميكـرو  100ها خارج شده و به هـر چاهـك بـه ميـزان      چاهك

 15افزوده شـد و پليـت بـه مـدت     ) DMSO(متيل سولفوكسايد  دي
هـاي فورمـازان بـه     همزده شد تا كريستالدقيقه در دستگاه چرخنده 

بـراي ثبـت   ). بـود محلول حاصل بنفش رنگ ( شدندطور كامل حل 
هاي حاصل، از دسـتگاه اسـپكتروفوتومتر الايـزا     ميزان جذب محلول

  700طول موج بين( استفاده شد) Lab system Multiscan-ms(ريدر 
  ). نانومتر 492تا 
  

بـا  سنجش سميت ساختارهاي مختلف ليـزوزيم بـر غشاءسـلول    
 )LDH(گيري ميزان آزاد شدن لاكتات دهيدروژنازاندازه

اساس اين تست سنجش تاثير ساختارهاي آميلوئيدي ليـزوزيم   
نحوه عملكـرد ايـن آنـزيم    . باشد مي SK-N-MCهاي بر غشاي سلول

در محيط ) پيروات(بدين صورت است كه اگر سوبستراي اين آنزيم 
باشد، مورد استفاده قـرار گرفتـه و ميـزان آن در    داشته  كشت وجود

كاهش سوبسترا نسبت به نمونه كنترل بيـانگر  . يابدمحيط كاهش مي
ها بـه محـيط    ها و خروج آنزيم اثر سميت ساختارها بر غشاي سلول

 SK-N-MCهاي  بدين منظور ابتدا در روز اول سلول. باشد مي كشت
ساعت به صـورت معمـول    24تائي به مدت 96هاي كشت  در پليت

  ). سـلول در هـر چاهـك    35000غلظـت اوليـه   (شـدند   كشت داده 
  هــا تحــت تيمارهــاي مختلــف از    ســاعت، ســلول  24پــس از 

پروتئين گرماگذاري شده در و بـدون حضـور   (ساختارهاي ليزوزيم 
سـاعت   24قرار گرفتند و كشت به مـدت   )روغن كومينوم سيمينوم

 10بـه ميـزان   ) سـاعت  48پـس از  (در روز سـوم  . ديگر ادامه يافت
ها از هر چاهك برداشـته و بـه يـك    ميكروليتر از محيط روي سلول

تركيـب حـاوي چهـار حجـم از     (ليتر محلول از قبل آماده شده  ميلي
) يا كوفـاكتور آنـزيم   2يا سوبسترا و يك حجم از محلول  1محلول 

دقيقـه، در   1ها چهار بار هر بار به فاصـله  افزوده شد و جذب نمونه
ها از براي بررسي جذب نمونه. نانومتر بررسي شدند 340طول موج 
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  .استفاده شده است  +PG T80دستگاه اسپكتروفتومتر 
  

هـاي  سنجش سميت ساختارهاي مختلـف ليـزوزيم بـر فعاليـت    
هـاي دخيـل در مصـرف انـرژي سـلول بـا       فيزيولوژيك آنـزيم 

  ميزان مصرف گلوكزگيري  اندازه
هـا بـا بررسـي ميـزان     اثرات سميت تركيبات مختلف بر سـلول 

مصرف انرژي با استفاده از كيت گلوكز براساس دسـتورالعمل ارائـه   
ميـزان  . گيـري شـد   انـدازه ) گرينر آلمان(شده توسط شركت سازنده 

 PGدسـتگاه اسـپكتروفتومتر   نانومتر بـا از  500جذب در طول موج 

T80+  ي شدگير اندازه .  
  

  مطالعات آماري
ها بـه  تمامي آزمايشات با سه بارتكرارانجام شده و ميانگين داده

براي بررسـي معنـي دار بـودن    . همراه انحراف معيار بيان شده است
تست  هاي تي با برنامه SPSS 16.0 هاي بدست آمده از نرم افزار داده

  . استفاده شد 05/0 و آنووا با ارزش پي كمتر از
  

  گيري نتيجهبحث و 
بسيار  سهاي آميلوئيدوزيدلايل اصلي تجمع پروتئين در بيماري

امـا يكـي از راهكارهـاي     .شناسايي نشده است كاملاپيچيده بوده و 
مهـار رونـد    هـا،  البتـه پيشـگيري از ايـن بيمـاري     مطرح در درمان و

بـا   چراكه .باشدفيبريلاسيون با استفاده ار تركيبات شيميايي ويژه مي
بــر  آنهــااز اثــرات مخــرب  جلــوگيريو  اتتجمعــمهــار تشــكيل 

هـاي  در درمـان بيمـاري   ثري راؤگام م ـ توانهاي زيستي، مي سيستم
  .مختلف برداشتتحليل برنده 

  
  سيمينوم بر فيبريلاسيون ليزوزيم تاثير كومينوم

تجمعات آميلوئيدي ليزوزيم با گرماگذاري ليـزوزيم در شـرايط   

هاي مونـومري بـه   كه پروتئين زماني. تهيه شدند اسيدي و دماي بالا
هــاي معــين و شــوند بــا روش هــاي آميلوئيــدي تبــديل مــي فيبريــل

با قرار . ها را مورد مطالعه قرار دادتوان تشكيل فيبريل استانداردي مي
شـدت فلورسـانت    ي شـدن، دادن پروتئين تحـت شـرايط آميلوئيـد   

قرمـز جابجـا    امـواج  افزايش و جذب كنگو رد بالا رفته و به سمت
اي و بـدون شـاخه   هاي اسـتوانه  ساختارهاي ثانويه و فيبريل. شودمي

اثـرات  . و تصاوير ميكروسكوپي قابـل بررسـي بودنـد    CDبا روش 
مهاركنندگي كومينوم سـيمينوم بـر تشـكيل تجمعـات آميلوئيـدي از      
پروتئين طبيعي، بـا افـزودن روغـن ضـروري كومينـوم سـيمينوم در       

ــت ــاي غلظ ــف ه ــول  ) 1،3،5و  v/v %10(مختل ــزوزيم درط ــه لي ب
ميزان تجمع يافتگي ليـزوزيم  . فيبريلاسيون مورد بررسي قرار گرفت

ساعت گرماگـذاري ارزيـابي    24در حضور كومينوم سيمينوم بعد از 
هـاي  نمونه ThTدهد كه شدت فلورسانت نشان مي A 1 نمودار. شد

هـاي كنتـرل   نمونـه  تـر از تيمار شده با روغن بطور آشـكاري پـائين  
باشد كه اين بيانگر نقش موثر روغن در مهار فرايند فيبريلاسـيون   مي

 نمودار(را اثبات نمود  يافتهرد نيز اين  جذب كنگو .باشدليزوزيم مي
B1 .(       خاصيت مهاركننـدگي كومينـوم سـيمينوم وابسـته بـه غلظـت
باشد چراكـه بيشـترين مهـار تشـكيل آميلوئيـد، بـدنبال افـزودن         مي
 CDآناليزهـاي   .ايجـاد شـد   كومينوماز  (v/v)% 10و % 5هاي لظتغ

 24پـس از   را ايجاد شدن سـاختارهاي ثانويـه   C1نمودارموجود در 
از تبديل پروتئين  دهد كه اين ساختارهاساعت انكوباسيون نشان مي

با   CD طيفها بررسي .حاصل شده استطبيعي به ساختارهاي بتا، 
سـاختارهاي طبيعـي   % 85نشـان داد كـه بـيش از     CDNNافـزار  نرم

كـه در   پايـدار هسـتند در حـالي    كومينوم پروتئين در حضور روغن
هاي بدون روغن ساختار ثانويه پروتئين به صفحات بتا تبـديل  نمونه

نتايج حاصل از تصاوير ميكروسكوپ نيروي ). 1جدول (شده بودند 
ها با تيـوفلاوين  يلو رنگ آميزي فلورسانت نانوفيبر) 1شكل (اتمي 

نيز بيانگر اثر مهاري روغن ضروري كومينوم سـيمينوم   ) 2شكل (تي 
  .باشددر مقابل فيبريلاسيون ليزوزيم مي

  
 CDNNافزار براي ارزيابي ساختارهاي ثانويه پروتئين با نرم Far  CD بررسي طيف  :1جدول 

 ساعت24ليزوزيم تيمارشده با روغن در مدت  )ساعته24(ليزوزيم فيبريلليزوزيم طبيعي 

 %78/30%36/22%60/35 مارپيچ
 %90/9%81/12%95/8 غير موازي
 %11/9%63/10%24/8 موازي

 Bet-Turn 09/17%63/16%86/16%بت-دور
 %43/33%54/37%21/30 پيچش نامنظم
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ساعت در  48كه بمدت  HEWLمربوط به نمونه  AFMتصاوير  :1 شكل

  .گرماگذاري شده است) B( كومينوم سيمينومو حضور ) A(عدم حضور 
  

اي از تركيبـات  هاي ضـروري منـابع ارزشـمند و پيچيـده    روغن
. باشـند پزشكي مياي در هناشناخته هستند كه داراي كاربردهاي بالقو

 و اسـپكتروفتومتري جرمـي   هاي حاصل از كروماتوگرافي گازيداده
)GC-MS ( نشـان داده   2روغن ضروري كومينوم سيمينوم در جدول

كه كومينـوم سـيمينوم بـومي ايـران      گوياي اينستنتايج . شده است
باشـد  تركيب با ساختارهاي شيميايي مختلـف مـي   33داراي بيش از 
. هـا هسـتند  هاي ترپني، آلدهيدها و الكلهيدروكربن كه بيشترين آن

هاي ضروري با منشـاء گيـاهي مختلـف داراي    علاوه بر اينكه روغن
باشند هاي اختصاصي هستند، تركيبات مشابهي را نيز دارا ميمولكول

تاثير كومينوم سيمينوم بر سرعت تشكيل آميلوئيد ليزوزيم با بررسـي  
روز گرماگـذاري  پـروتئين    4 در طـول ) ThT )nm 481شدت نشر 

همانطور كه . تحت شرايط آميلوئيدي شدن مورد بررسي قرار گرفت
سيمينوم تقريبا تـا   دهد، اثرات مهاري كومينومنشان مي 2 نموداردر 

ساعت گرماكذاري پروتئين تحت شرايط آميلوئيدي شدن  90بعد از 
وغـن در  ادامه داشت كه اين بيانگر پايداري و قدرت مهاري بالاي ر

   .باشدهاي طولاني ميزمان
  

  تركيبات شيميايي روغن كومينوم سيمينوم: 2جدول 
RICompound IDRICompound ID 

1203Myrtenal939 -Pinene 

1227Transe-chrysanthemyl acetate 977Sabinene  

1253Cumin aldehyde984-pinene 

1284P-menth-1-en-7-al 989-Myrcene 

1295-Terpinene-7-al 1009-Phellandrine 

1301-Terpinene-7-al 1020-Terpinene 

1393Daucene1028P-cymene 

1438Carryophyllene1032Limonene 

1445-transe-Bergmotne 1034-Phellandrine 

1458E--Farnesene10361,8-cinenol 

1472-Humulene1064-Terpinene 

1485Dauca-5,8-diene1092-terpineolene 

1488B-Cadinene11551,4-Dimethyl--3-tetrahydroacetophonene 

149210-epi--acoradiene 11582-neonalal 

1516B-Bisabolene1183Terepinene-4-ol 

1518Isodaucene1189P-cymene-8-ol 

1618Caratol1198Transe-4-Caranone 

 
  

Arc
hive

 of
 S

ID

www.SID.ir



 SK-N-MC     147هاي  بررسي اثرات مهاري زيره سبز ايراني بر فيبريلاسيون و سميت پروتئين ليزوزيم در سلول  

 1393 تابستان ،3 ، شماره3دانشگاه علوم پزشكي البرز، دوره علمي پژوهشي نشريه

  

 
  

مورد  كومينوم سيمينومهاي مختلف در حضور  و يا عدم حضور غلظت)  HEWL )mg/ml 2تشكيل فيبريل  . HEWLبر تجمع  كومينوم سيمينوماثر : 1نمودار 
ارزيـابي  ) B( ThTو فلورسـانس  ) A(با سـنجش جـذب كنگـورد     تشكيل فيبريل. انكوبه شدند 57 ساعت در دماي  24ها بمدت نمونه. بررسي قرار گرفت

. نشـان داده شـده اسـت   ) ■(جذب كنگورد بتنهايي با . (v/v)) ●% A1 ،0) %∆( ،1) %▲( ،3) %○( ،5) %□( ،10)در شكل  كومينوم سيمينومهاي غلظت. شدند
)C ( طيفFar-CD  پروتئين طبيعي)♦( در حضـور   57 ساعت در دماي  24، ليزوزيم انكوبه شده بمدت)∆ (   و عـدم حضـور)v/v (5 %   كومينـوم سـيمينوم
)▲.( 

  
  
  

  
 HEWLهاي مختلـف فيبريلاسـيون   در زمان nm 481در طول موج  ThTمطالعه فلورسانس . HEWLاثر كومينوم سيمينوم بر سرعت تشكيل فيبريل : 2دار ونم

  .آماده شدند  57.و انكوباسيون در ) = pH 5/2(ها در بافر گلايسين تمام محلول. كومينوم سيمينوم% 5 (v/v)) ■(حضورو با ) □(بدون حضور 
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گرماگذاري شـده  ) B( كومينوم سيمينومو حضور ) A(ساعت در عدم حضور  48كه بمدت  HEWLتصاوير ميكروسكوپ فلورسانس مربوط به نمونه  :2 شكل
 .است

  
  

-SK-Nهاي بررسي اثرات سميت ساختارهاي آميلوئيدي بر سلول

MC در حضور و عدم حضور كومينوم سيمينوم  
هـاي آميلوئيـدي و   اين نكته به اثبات رسيده اسـت كـه  فيبريـل   

هـاي كشـنده بـه    تواننـد عامـل آسـيب   ساختارهاي تجمع يافتـه مـي  
  .هاي زنده باشند سلول

ــدي   ــات آميلوئي ــاختارهاتجمع ــل  يداراي س ــي از قبي  ،مختلف
هاي با وزن مولكولي كم حدواسطها و هاي بالغ، پروتوفيبريل فيبريل

شـوند و  هستند كه در مراحل مختلف فرايند فيبريلاسيون ظاهر مـي 
ــي ــرات ســمي م ــه ســميت  . 37،38 باشــندداراي اث ــه منظــور مطالع ب

هـا، پـروتئين انكوبـه شـده در     ساختارهاي مختلف ليزوزيم بر سلول
ها افزوده شد و سـميت  فواصل زماني مختلف به محيط كشت سلول

و ميـزان    LDH، آزاد شـدن   MTTهـاي  لي پـروتئين بـا روش  سـلو 
هاي سلول  MTTاحياي  A3 نمودار. گيري شدمصرف گلوكز اندازه

هـاي  در مـدت زمـان  %) v/v 10(تيمار شده با ليزوزيم انكوبه شـده  
 24هـاي ليـزوزيم   ها بـا نمونـه  تيمار سلول. دهدمختلف را نشان مي
هاي زنده شد سلول% 40 بيش ازمنجر به كاهش  ،ساعت انكوبه شده
آسـيب  هـاي ديگـر كمتـر    هاي تيمار شده بـا نمونـه  درحاليكه سلول

 هاي ليزوزيمنيز نشان داد كه نمونه LDHهاي فعاليت بررسي. ديدند

نفوذ پذيري غشاء را بـه ميـزان معنـا داري     ،ساعت انكوبه شده 24 
ــد  ــزايش دادن ــودار،  p<0.05(اف ــر اســت  ). B3 نم ــه ذك ــه لازم ب ك

آزاد % 7/26ي بطور طبيعي بـه انـدازه  ) تيمار نشده(هاي كنترل  سلول
هـاي تيمـار شـده بـا     را نشان دادنـد درحاليكـه سـلول    LDHسازي 
. نشـان دادنـد  % 55سـاعته ايـن ميـزان را بيشـتر از      24هـاي  فيبريل

سـاعته منجـر بـه     24  هاي ليـزوزيم ها با نمونههمچنين تيمار سلول
هـاي حاصـل از   تمـام داده ). C3 نمـودار (كاهش مصرف گلوكز شد 

نتايج بدسـت آمـده بيـانگر    . )>05/0P( ها معنادار بودندتيمار سلول
ساعته 24  هايهاي زنده هنگام تيمار با نمونهكاهش محسوس سلول

HEWL احتمالي اين پديـده، حضـور بيشـتر انـواع     توجيه . باشدمي
در ايـن  اليگـومر و پروتوفيبريـل   پروتئين ماننـد   مخربساختارهاي 

   39.دباشميمرحله از فيبريلاسيون 
 مهـار در گام بعد جهت ارزيابي توانـايي كومينـوم سـيمينوم در    

، MTTهـاي  تكنيـك از  ،تجمعات آميلوئيديناشي از  سلولي سميت
نتـايج حاصـل   . استفاده شدو ميزان مصرف گلوكز   LDHآزاد شدن 

مهاري كومينوم سـيمينوم در ممانعـت   نشان دادند كه عليرغم قدرت 
هاي تيمار شده بـا كومينـوم   از تشكيل ساختارهاي آميلوئيدي، نمونه
 بطـوري  داشتندهاي زنده را سيمينوم كاهش شديدي در ميزان سلول

ها حالتي كه سلول در اين حالت در مقايسه با مرگ سلولي كه ميزان
تيمـار شـده   ) ضروريبدون حضور روغن (هاي آميلوئيدي با فيبريل

هاي تيمار شـده بـا كومينـوم    سلول MTT  ينتيجه. بودند، بيشتر بود
ــه غلظــت   ــيمينوم ب ــد  % v/v (05/0)(س ــام فراين ــه هنگ ــي ك حجم
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% 80ساعت، كـاهش بـيش از    24بعد از ) شدفيبريلاسيون افزوده مي
 LDH هــايآزمــايش). A4 نمــودار(هــاي زنــده را نشــان داد ســلول

صرف گلـوكز نيـز نتـايج مشـابهي را نشـان دادنـد       و م) B4 نمودار(
  ).C4 نمودار(

هاي ضروري داراي تركيباتي هستند كـه بـر سيتوپلاسـم،    روغن
هاي يوكـاريوت اثـرات سـمي    ميتوكندري و غشاي پلاسمايي سلول

هــاي ضــروري هــاي گيــاهي ماننــد روغــنســميت فــراورده. دارنــد
خـتن قطبيـت   رسـد ناشـي از بهـم ري   غيراختصاصي بوده و بنظر مي

،  +Ca2ي غشاي ميتوكندري با كاهش پتانسيل غشاء، تاثير بر چرخـه 
ها سـياليت غشـاها را   اين روغن. باشد ATPپمپ پروتوني و ذخيره 

هـاي  تغيير داده و باعث نفوذپـذيري غيرطبيعـي و تـراوش راديكـال    
ايـن  . شـوند هـا مـي  ، يونهـاي كلسـيم و پـروتئين   Cآزاد، سيتوكروم 

وضعيت مشابه استرس اكسـيداتيو و نقـص سيسـتم انـرژي زيسـتي      

   20.باشد مي
نفوذپذيري غشاهاي داخلـي و خـارجي ميتوكنـدري منجـر بـه      

ريـزي شـده و نكـروز     افزايش مرگ سلولي از طريـق مـرگ برنامـه   
مشاهدات حاصل از ميكروسكوپ الكترونـي گـذاره نيـز     40.شود مي

ــاختاري در برخــي ا  ــرات س ــاي  تغيي ــد غش ــلولي مانن ــزاي س ز اج
و هسـته را  ) آماس، واكوئله شدن و تـراوش (پلاسمايي، سيتوپلاسم 

تواند ناشي از وجود برخي تركيبـات  سميت غالبا مي. 41اندنشان داده
ملانوماي انساني را مختل  M14هاي ها كه رشد سلولاز قبيل ترپينن

ــي ــدم ــالا 38كنن ــه ســميت ب ــامولن ك ــاريوفيلن و آلفاه يي رادر ، بتاك
   نوننـال  –و دو  42نشـان دادنـد   HT-29و هـلا و   A-549هـاي   سلول

)2-nonenal ( هاي حياتي سـلول  بعنوان يك آلدهيد فعاليتباشد كه
  43.كندو پروتئين مهار مي DNAرا از قبيل تقسيم سلولي و سنتز 

 

  

  

  
، و مصزف )B(  LDH، آزاد شدن)MTT )Aها با آزمايش احياي زنده بودن سلول. HEWLهاي ها تيمار شده با نمونهماندن سلول ارزيابي ميزان زنده :3نمودار
كـه  ) v/v) (تيـره % (20و ) خاكستري تيره% (15، )خاكستري% (10، )خاكستري روشن% (HEWL 5توسط  SK-N-MCهاي سلول. اندازه گيري شد) C(گلوكز 

  .انكوبه شدند  37 ساعت در  24ها به مدت پس از تيمار سلول. در شرايط آميلوئيدساز انكوبه شده بودند تيمار شدند ساعت 72تا  0بين 
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 57 ساعت در دمـاي   24مدت  كومينوم سيمينوم% 5  (v/v)با و يا بدون ) HEWL .HEWL )mg/ml 2هاي بر سميت فيبريل كومينوم سيمينوماثر  :4نمودار

هـاي  ، سـلول )a(هاي تيمار نشده ساعت گرماگذاري، سلول 24ها پس از ميزان زنده ماندن سلول. هاي انكوبه شده افزوده شدندها به سلولاين نمونه. انكوبه شد
ساعت انكوبـه شـده    HEWL  24هاي تيمار شده با سلول، )c(ساعت از قبل انكوبه شده  HEWL 24هاي تيمار شده با ، سلول)b(طبيعي HEWLتيمار شده با 

  .گيري شد اندازه) C(ف گلوكز ر، و مص)B(  LDH، آزاد شدن)A( MTTبا آزمايش  كومينوم سيمينوم% 5 (v/v)) e(و عدم حضور ) d(در حضور 
  
  

پتانسـيل بـالايي در   دهد كه كومينوم سيمينوم اين نتايج نشان مي
مهار فيبريلاسيون ليزوزيم دارد اما بدليل داشتن تركيبات مضر باعث 

هاي تخليص بهينـه مبنـي    شود كه اين نيازمند روشمرگ سلولي مي

باشـد كـه داراي توانـايي    تر مـي هاي خالصبر جداسازي ماده موثره
  .مهار فيبريلاسيون پروتئين و عدم سميت سلولي باشند
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