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  آپوالكل دهيدروژناز مخمر تشكيل آميلوئيد در يبررسي نقش متانول در القا
 4قاسميعطيه  و 3سامان حسينخاني، 2بهنام ابراهيميان، *1مهران ميراوليايي

  گروه زيست شناسيمولكولي،  - ژي سلولي بيولوبخش ، ، دانشكده علوماصفهان، دانشگاه اصفهان 1
 علوم و تحقيقات ، دانشكده زيست شناسي واحد ،تهران، دانشگاه آزاد اسلامي 2

 گروه بيوشيمي ،زيستيدانشكده علوم  دانشگاه تربيت مدرس، تهران، 3

 تهران، دانشگاه تهران، مركز تحقيقات بيوشيمي و بيوفيزيك 4

  16/9/88: تاريخ پذيرش     3/9/87: تاريخ دريافت

  چكيده
 شدهمطالعه  تركمها  مثل الكل حلال هاي قابل امتزاج با آببرخي  يرتأثتحت زا  هاي غير بيماري تشكيل آميلوئيد در پروتئين

اتم روي  كه در اثر تخليه)apoІ-YADH(الكل دهيدروژناز مخمرآپوتشكيل آميلوئيد در يند آفرحاضر  حقيقدر ت. است 

 Thioflavin Tو  Congo Redايجاد آميلوئيد به كمك معرفهاي .گرديد ارزيابيمتانول -در محيط آبتهيه شده،  ساختاري

-apoІ  درتشكيل آميلوئيد  .مورد مطالعه قرار گرفت و دو رنگ نمايي دورانيفلورسانس واستفاده از روش هاي طيف سنجي 

YADH تشكيل آميلوئيد در آنزيم روند . پيروي مي كند) 20%>40%>60%>70%>80(% ترتيباست و از متانول تابع غلظت

طيف  توسطمطالعات  .است) ß- sheet rich( به حالت غني از صفحات بتا )Native( يعيطبهمراه با انتقال ساختار از حالت 

   .د نمودأييتتغييرات ساختاري در آنزيم را به خوبي چنين )far-UV CD( ي دورانييدو رنگ نما سنجي

  . Thioflavin T  -  Congo red –متانول  – CDطيف سنجي فلورسانس، طيف سنجي  –آميلوئيد : كليدي واژه هاي
  mmiroliaei@sci.ui ac.ir :يپست الكترونيك 0311-7932455: نويسنده مسئول، تلفن*

  مقدمه
 گيرندمي در شرايط نامساعد قرار  ها پروتئينهنگامي 

به  و در نتيجههند بدفعاليت خود را از دست  ممكن است
 در محيط رسوب كنند )aggregates(صورت توده هايي 

)22(.   

به خوبي معلوم شده است كه چندين بيماري در انسان،   
هاي تخريب كننده سلولهاي مغزي  خصوص بيماريبه 

مثل آلزايمر و پاركينسون در اثر رسوب مقدار زيادي از اين 
در واقع اين توده هاي . توده هاي  پروتئيني ايجاد مي شوند

ر فيبر مانندي مي دهند كه به عنوان پروتئيني تشكيل ساختا
  .)2- 1(فيبرهاي آميلوئيدي شناخته مي شوند 

 كه برگرفته شده از كلمه لاتين آميلوم اصطلاح آميلوئيد
)Amylum (توسط  1845در سال براي اولين بار  است

در . )20( مطرح شد لمانيدانشمند آ) Virchow(ويركف
ل حاصحقيقت، علت تشكيل فيبرهاي آميلوئيدي 

وتوده اي شدن ) misfolding(تاخوردگي اشتباه 
)aggregation (است ها پروتئين )تحقيقات نشان داده . )17
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لوئيد انتقال است كه يكي از مراحل مهم در تشكيل آمي
به حالت غني از صفحات بتا ) Native( ساختار از حالت 

)ß-rich (حلال اغلب تاثير  و نوع شرايط. مي باشد
 فيبرهاي آميلوئيدي دارد درقال ساختار مستقيمي بر انت

در ضمن ، با وجود تفاوت در توالي و ساختار  ).14(
ميلوئيد، تمام فيبرهاي آميلوئيدي آي پيش ساز پروتئينها

  . )4( سيماي مورفولوژيكي يكسان دارند

ي غير بيماريزا پروتئينهااست برخي  تحقيقات نشان داده
غير ا در محيطهاي توانايي تشكيل فيبرهاي آميلوئيدي ر

آنزيم الكل دهيدروژناز . )16( مثل الكل و اسيد دارندنرمال 
ست ا پروتئينهايكي از اين ) E.C.1.1.1.1؛YADH(مخمر 

و ) Zn(با هشت اتم روي ي تترامرآنزيمين ئاين پروت. )21(
در هر زيرواحد آنزيم دو . است  kDa 150وزن مولكولي 

ها در جايگاه فعال قرار يكي از اين اتم. وجود دارد Zn اتم
دوم با  Znاتم  وبراي فعاليت آنزيم ضروري است  دارد و

دارا بودن نقش ساختاري باعث استحكام ساختمان سوم 
مي توان  روي ساختاريبا خارج كردن اتم . مي شود آنزيم
ر ، مطالعه هدف از تحقيق حاض. )18(تهيه كرد را apoفرم 

. استapo-YADH متالوپروتئين تشكيل آميلوئيد در 
و   Congo Redدو معرف  وسيلهه ميلوئيد بتشكيل آ

Thioflavin T  و همچنين تغيير در ساختارapo-YADH  با
) CD(دوراني  پكتروسكوپي دو رنگ نماييسا استفاده از

  .مورد مطالعه قرار گرفت 

 مواد و روشها 

 99با خلوص YADH ( ،NAD+ )(الكل دهيدروژناز مخمر
 Congo، سديم فسفات ، ) تيوتريتول دي( DTT، ) درصد

Red  وThioflavin T  از شركت سيگما خريداري شد. 
  .اند همرك تهيه شد شركتها از  معرف سايرو  متانول

روش  هفعاليت آنزيمي ب: سنجش فعاليت آنزيمي
Magonet )12 (الكل دهيدروژناز مخمر  .شد ارزيابي

براي انجام  .ديد را كاتاليز مي كنئواكنش اتانول به استالد

با ) M 3/0(از محلول اتانول  μl980اين واكنش  به ترتيب 
μl 10  از محلولβ-NAD )mM 5/0 ( وμl10  از آنزيم

 )بافر فسفاتدر آنزيم  mg/ml1 از محلول ( رقيق شده
 nmو درجه  25در دماي  NADH تشكيل .مخلوط گرديد

 – 160مدل  UV طيف سنجوسيله دستگاه ه ب 340
Shimadzu  شدبررسي.   

 Magonetروش ه ب YADH فرم آپو  : apoІ YADHتهيه 
 M1.0 با غلظت  Tris-HClابتدا محلول بافر  ).12(تهيه شد

تهيه )  mM100 ( DTTو) NaCl )M 1.0حاوي  pH 5.6و 
كر ذمحلول فوق ال ml5 سپس آنزيم طبيعي به  .گرديد

درجه سانتي گراد  4 ساعت در دماي 2-3به مدت  اضافه و
هاي  +Zn2در مرحله بعد. تيمارگرديد) ر ظرف حاوي يخد(
 ژلبه روش    DTTكيليت شده توسط ) ساختاري(

 هاي Znخروج  .از محلول آنزيمي جدا شدندفيلتراسيون 
اتمي جذب ساختاري از آنزيم توسط تكنيك طيف سنجي 

يد أيت CTA-2000مدل ChemTech به كمك دستگاه 
نيز تائيد  قبلاًآنزيم  زهاي روي ا اتم شدن تخليه. گرديد
  ).13( است شده

 تشخيص فيبرهاي آميلوئيدي به روش رنگ آميزي 
Congo Red  :Congo Red (CR) اختصاصي  معرف رنگي

 تشكيل  سپس .)9( براي شناسايي فيبرهاي آميلوئيدي است
 - درمحيط آبي محلول آب  apoI-YADHآميلوئيد در 

بر  .قرار گرفت مورد آزمايش) Klunk )11متانول به روش 
 الكل يطدر مح apoI-YADH  محلولاين روش  اساس

 بافر براي رقيق كردن الكل از. قرار داده شد) بار رقت 30(
 Congoاين محلول شامل  .استفاده شد  pH 5.7فسفات 

Red  با غلظت μM5  و حجم نهاييmL 1 به منظور .است 
 ،هاي رنگ و فيبرهاي آميلوئيدي كنش بين مولكول برهم

با درجه سانتي گراد  25 دماي ودقيقه  15مدت  هبنمونه 
Congo red طيف جذبي در طول موج  .شد تيمارnm 

 Perkin-1000 طيف سنج وسيله دستگاهه ب 350–650

Elmer  گرديدثبت .  
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:  ThTتشخيص فيبرهاي آميلوئيدي به روش فلورسانس
به  Thioflavin T (ThT) بر هم كنش مولكول هاي  ارزيابي

به اين ترتيب انجام شد   apo-YADHبرهاي آميلوئيدي في
حل  در محلول الكلي mg 1، apoI-YADH كه در ابتدا

 mMبراي رقيق كردن محلول الكلي از فسفات بافر  .گرديد
150 ،5.7 PH=  يرنگمعرف  غلظت. شداستفاده  

Thioflavin T در بافر مورد استفاده برابر μM 3 است .pH  
حفظ شود، زيرا در  7ش بايد در حدود محلول مورد آزماي

pH هم هاي رنگ بر و مولكول پروتئينبين  5كمتر از  هاي
 بهحاوي آنزيم  ThTلول مح. )11( ايجاد نمي شود كنش

 .گرديدنگهداري درجه سانتي گراد  25دقيقه در  15مدت 
 توسطروش فلورسانس  بهتشكيل آميلوئيد  در اين مرحله
مورد   VARIANمدل ) (Cary Eclipseمترياسپكتروفلور

   .آزمايش قرار گرفت

با استفاده از  apoI-YADHبررسي تغيير ساختار در 
Far-UV CD  :طيف سنجي  CD در ناحيهFar-UV  به

آشكار ساختن جزئيات ساختار دوم مورد استفاده  منظور
با استفاده از تشكيل آميلوئيد،  مطالعه .)10( قرا مي گيرد

مختلف  هاي غلظت در   apo-YADH  ميلي گرم  .30
به درجه سانتي گراد  25 دردقيقه و  10مدت  بهمتانول 

با استفاده از دستگاه  ثبت طيف هاي مربوطه .انجام رسيد
هاي  در غلظت .شدانجام   )AVIV 215(اسپكترو پلاريمتر 

غلظت پروتئين  ، CDهاي  طيف در  Noiseعلت  بهزياد 
روش رنگ در (قبلي ت آزمايشا %50تقريبا  آزمايشدر اين 

   .بوده است) آميزي و فلورسانس

 نتايج

 الكل دهيدروژنازطبيعي آنزيم در  ساختارآميلوئيد تشكيل
)(Holo-YADH استاثبات رسيده ه ب. Shimizo  و

رفتار ديناميكي به  همكاران تشكيل اين نوع ساختار را
حالت غني م با بروز أكه تواطراف هاي آب محيط  مولكول

آنزيم است، شكل طبيعي در  )ß-sheet rich(بتا  از صفحات
يا  و انتقال ساختار به حالت كاملاً .)19( نسبت داده اند

عامل بنيادين در تشكيل ساختارهاي  ،قدري باز شده
در  YADHاز طرف ديگر، .آميلوئيدي محسوب مي شود

و اين نقصان در  ،)13(هاي ناپايدار قرار دارد  زمره پروتئين
نزيم به ويژه در مواجه با شرايط دماي زياد، آ apo-Iفرم 
 ).9( شود تشديد مي ي قوييهاي اسيدي و قليا محيط

 Holoفرم  در مقايسه با apo-YADHحساسيت بيشتر 
ه خود عامل كليدي در ك(شدن   aggregateجرياندر

هنگام مواجه با چنين )است يآميلوئيد هايپيدايش فيبر
آنزيم  apo-Iفرم  ضمناً). 13( است يد شدهأيتيطي اشر

آنزيم - درجه بالاتري از هيدروفوبيسيتي را نسبت به هولو
ي مؤيد ساختار يچنين مشخصه ها). 13(دهد  نشان مي
 رسد حالت  لذا به نظر مي. است  apoI-YADHناپايدارتر 

روند تشكيل آميلوئيد براي بررسي  قابل تعميمي ئالگوآپو،
ي الكلي مي ها محلول .باشدالكلي -هاي آبي محيط در

، باعث انتقال ساختار در ها پروتئينتوانند با دناتوره كردن 
با تلاش گرديد پروژه حاضر در  ،بر اين اساس .آنها شوند

ناپايداراز طريق تشكيل حالت  طراحي يك آنزيم كاملاً
 يشاپيد مكانيسمبيشتري از جزئيات ،  "آپو" مصنوعي

 طالعات ميم گونهين ا. شود روشنساختارهاي آميلوئيدي 
آميلوئيدي روند مكانيسم هاي دخيل در  تفسيرتواند در 

  .فراهم نمايد مناسبي الگوي ،ها پروتئينشدن 

دو معرف  با استفاده از apo-YADHدر  تشكيل آميلوئيد
تفاضل از طريق ،)ThT( Tو تيوفلاوين) CR(قرمز كنگو 

حاصل از از طيف  apo-YADHو   Congo Redطيف 
طيف تفاضلي  به روش Congo Red- YADHتركيب 

)difference spectrum (شكل . دست مي آيده بa1  نشان
در  Congo Red- YADHمي دهد طيف تفاضلي تركيب 

نانومتر داراي جذب مشخصي  650-  350محدوده 
-Holo  در خصوص حالت طبيعي با آنچهنتايج اين .نيست

YADH برخورد فضايي  .مطابقت دارد )19( گزارش شده
 پيوندهايو ساختارهاي بتا باعث ايجاد  CR هاي  مولكول

 .و فيبرهاي آميلوئيدي مي شود يرنگمعرف هيدروژني بين 
اين برخورد همچنين همراه با انكسار مضاعف نور است 
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به علت عدم وجود  apoІ-YADHدر محلول آبي ). 8 و 9(
ساختار غني از صفحات بتا برخوردي بين اين صفحات و 

د نمي شود ودر نتيجه انتقالي در طيف ايجا CRمولكولهاي
  .ديده نمي شود 2 ف نسبت به طي 3

 (a) 

  
)b(  

  
در  )b(در آب و ) Congo Red )aهاي  طيف محلول -1شكل
 apoI-YADH , ها به ترتيب شامل طيف. C 25˚در  60%متانول 

(1) Congo Red (2)  ،1+2 (3) ،)4( طيف تفاضلي.  
  

 2نسبت به طيف  3ل در طيف انتقا) %60(با افزودن متانول 
در اين صورت طيف تفاضلي ). b1شكل( مشاهده مي گردد

وجود اين پيك معرف . داراي پيك مي شود nm541در 
  ). 19( است تشكيل آميلوئيد

 ، روش ThTيش شدت نشر فلورسانس مولكولهاي اافز
اين . فيبرهاي آميلوئيدي است ديگري براي نمايش تشكيل
 ß- sheetبراي شناسايي ساختار  معرف ماركري اختصاصي

هاي  طيف). 6( در فيبرهاي آميلوئيدي محسوب مي شود
در  ThTمتانول با  -آپوآنزيم )دقيقه 15( تيمارحاصل از 

مشخص است  به وضوح .نمايش داده شده است 2شكل 
هاي فلورسانس  با افزايش غلظت متانول، شدت طيف

ThT عث تشكيل حضور متانول با. افزايش نشان داده اند
خصوصيات فلورسانسي . فيبرهاي آميلوئيدي مي شود

ThT ،فيبرهاي آميلوئيدي است  صرفا برخواسته از تشكيل
ي بيش ساز آميلوئيد و همچنين ها پروتئينو اتصال آن با 

سبب ) amorphous aggregates(هاي بي شكل  تجمع
ي كه برخي يافته ها ياز آنجا ).6( بروز اين پديده نمي شود

ال اين معرف را به گونه هاي پروتوفيبريلي نيز نشان اتص
داده اند، با اين وجود لازم است داده هاي حاصل از 

روش دست آمده از ه با داده هاي ب ThTآزمايشات 
داراي  nm 440آزاد در ThT .يد شوندأينيز ت يميكروسكپ

 اين طول موج هنگام اتصال مولكول. نشر فلورسانس است
انتقال مي يابد  nm480اي آميلوئيدي به به فيبره ThTهاي 

ممكن  nm480بر اين اساس، وجود پيك در ). 15 و 6(
نيز يد اتصال تيوفلاوين به فيبرهاي آميلوئيدي ؤاست م
  ).2شكل( باشد

  
در محلـول    Thioflavin Tطيف فلورسـانس حاصـل از     -2شكل 

 هاي متانول اعداد معرف غلظت. apoІ- YADHمتانول آبدار حاوي 
  .برحسب درصد است
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-apoІمربـوط بـه    far-UV CDنشان دهنده طيـف   3شكل 

YADH هاي مختلف متانول و در  در غلظت˚C 25 است .
در عدم حضور متـانول   apoІ-YADHحاصل از  CDطيف 

ايـن پديـده   . اسـت  nm222و nm 208داراي دو مينيمم در
بـا اضـافه   ). 19(اسـت   α-helixانعكاسي از وجود ساختار 

 nm 215يـك مينـيمم در    apoІ- YADH شدن متـانول بـه  
وجود پيك در اين طول موج . مشاهده مي شود CD طيف 

–اين نوع انتقال ساختار از . مؤيد حضور صفحات بتا است

αهليكس به صفحه-ß در تشـكيل   مهـم   ، خود يك مرحله
  ).5(ساختار آميلوئيد محسوب مي شود 

  
 در غلظتapoІ- YADH مربوط به far-UV CDطيف  -3شكل 

 غلظت.دقيقه 10به مدت  C 25˚آب در  -هاي مختلف  محلول متانول
  ):درصد(هاي متانول بر حسب 

(1) 0   (2) 20   (3) 40   (4) 60   (5) 70  (6) 80  
  

 نيبا غلظت پروتئ] θ[ ينمائ كه پارامتر دورنگ يينجاآاز 
پارامتر با  نيا شيافزا موجود در نمونه رابطه معكوس دارد،

 زانيم شيمقدار الكل ممكن است در اثر افزا شيافزا
aggregation نيكاهش مقدار پروتئ جهيودر نت ميآنز 
حاصل از  جياست كه نتا يدر حال نيا .)19( محلول باشد
 فيط راتييشوند وتغ يم انيب ينسب رتصوه ب فلورسانس

لكل مورد غلظت ا ياز طرف.دارد نيبه غلظت پروتئ يبستگ
با كاهش غلظت   نيانتقال ساختار در پروتئ يبرا ازين

داده  ياختلاف ظاهربر اين مبنا ابد،ي يكاهش م نيپروتئ
  .قابل تفسير خواهد بود كيدو تكن نيحاصل از ا يها

  بحث و نتيجه گيري
بدون شك بررسي تشكيل فيبرهاي آميلوئيدي به ويژه در 

پزشكي اهميت زا در عرصه  ي غير بيماريها پروتئين
ي ها پروتئينتا كنون تشكيل آميلوئيد در . زيادي دارد

با اين وجود .متعدد مورد بررسي قرار گرفته است 
ي ها پروتئينگزارشات اندكي در مورد تشكيل آميلوئيد در 

  .دستكاري شده انتشار يافته است

حاوي روي  پروتئينناز يك متالو ژآنزيم الكل دهيدرو
احيا كنندگي زياد خود باندهاي با خاصيت  DTT. است 

دي سولفيدي موجود در اين آنزيم را باز كرده و با كيليت 
آنها را از آنزيم  مي تواندساختاري  Znهاي  شدن به اتم
هاي  در نتيجه با خارج شدن انتخابي اتم ).12(خارج نمايد 

Zn )فرم ) ساختاريapoI  آنزيم الكل دهيدروژناز ايجاد
  .شود مي

-apoIول مي تواند در حفظ پايداري ساختمان ساختار محل

YADH هايي مثل محلول محلول. زيادي داشته باشد تأثير 
هاي الكلي واسيدي با دناتوره كردن پروتئين، باعث انتقال 

انتقال ساختار حاضر در تحقيق . شوندمي ساختار در آنها 
به ساختار آميلوئيد  طبيعياز حالت  apoI-YADHدر 

طبق  .تانول مورد بررسي قرار گرفتحضور م حاصل از
اين انتقال ارتباط زيادي به نوع الكل و  نتايج به دست آمده،

 ها پروتئينها اثرات متفاوتي بر روي  الكل .غلظت آن دارد
-αتخريب حالت طبيعي پروتئين و انتقال ساختار . دارند

helix  بهß- sheet ساختار ). 3( يكي از اين اثرات است
لكل به طور كامل تخريب نمي شود و نوعي پروتئين در ا

در اين حالت زير . حالت واسط را به خود مي گيرد
كنش داده و  با يكديگر برهمß واحدهاي حاوي صفحات 

يل فيبرهاي با ايجاد صفحات داخل مولكولي باعث تشك
نيز نشان  )3شكل(نتايج حاضر  ).19(آميلوئيدي مي شوند 

و در  apoI-YADHدر  ßمي دهد كه ايجاد صفحات 
. حضور متانول باعث تشكيل فيبرهاي آميلوئيدي مي شود

 تأثيرالكلي تحت - پايداري ساختار پروتئين در محلول آبي 
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ه چچنان. رقابت بين پروتئين ،آب والكل مشخص مي شود
 كنش بين پروتئين و آب بيشتر از قدرت برهم قدرت برهم

الت ساختار پروتئين در ح ،كنش بين الكل و آب باشد
كنش قوي تر بين الكل و  برهم. طبيعي خود باقي مي ماند

كنش بين آب و پروتئين سبب نا پايدار  آب نسبت به بر هم
 شدن ساختار پروتئين به واسطه دهيدراتاسيون آن مي شود

بر اين ). 7( اي انتقال ساختار مهيا مي سازدو زمينه را بر
- لكلكنش ا قدرت برهم اساس با افزايش غلظت متانول،

از . آب مي شود-آب بيشتر از قدرت برهمكنش پروتئين
آنجائي كه اولين قدم در تشكيل آميلوئيد ناپايدار شدن 
ساختمان پروتئين است ،كاهش آب هيدراته مي تواند اين 

در   apoI-YADHتشكيل آميلوئيد در . امر را تشديد كند
هاي  محلول آبدار الكل به طور قوي توسط جذب مولكول

هاي الكل تشديد  به سمت مولكول) يدراتاسيونده(آب 
به ) BR  )Dynamic Water Structureپارامتر . مي شود

خوبي منعكس كننده قدرت محلول الكلي در جذب 
). 20(رهاي آميلوئيدي است مولكولهاي آب و تشكيل فيب

-holoبرروي ) 19(و همكارانش   Shimizuمطالعات

YADH  نشان داد كه افزايشBR  ب با افزايش تعداد متناس
-apoIيافته هاي تحقيق حاضر بر روي . كربن الكل است 

YADH  به كمك دو معرف قرمز كنگو و تيو فلاوين نيز
ها،  ثابت مي نمايد كه با افزايش تعداد كربن در سايرالكل

 به واسطه افزايش قدرت محلول الكلي در جذب مولكول

ها نشان  داده(هاي آب، تشكيل آميلوئيد تشديد مي شود 
     ).داده نشده است

كه يكي از مراحل اوليه و  نشان داد) 3شكل( CDطيفهاي 
مهم در تشكيل آميلوئيد انتقال ساختار از حالت طبيعي به 

طيف به دست آمده از . است ßحالت غني از صفحات 
بدون حضور (در بافر فسفات  apoI-YADHپروتئين 

ر ساختار دوم د ß- sheetو α-helixگوياي حضور ) متانول
و  ) nm 208 )α-helixوجود يك مينيمم در پيك . آن است

). 5(يد اين پديده استؤم)  nm215 )ß- sheetيك پهنا در 
 تغيير ساختار از حالت  با افزودن غلظتهاي مختلف متانول،

α-helix  بهß- sheet اين تغيير ساختار با انتقال . دهد  مي
  . ده استنمايان ش nm 215به  nm208طيف از 

نشان مي دهند كه متانول  به دست آمدهطور كلي، نتايج ه ب
تشكيل  ءبه عنوان يك حلال آلي دناتوره كننده باعث القا

با توجه به عدم حضور . مي شود apo-YADHآميلوئيد در 
Zn ين ،حضور متانول به كلي باعث ئساختاري در پروت

 رارانتقال در ساختا صرفاتخريب ساختار نمي شود بلكه 
-α اين نوع انتقال ساختار از  ،CDنتايج . باعث مي شود

helix به ß- sheet تغيير در شدت . مايدني ييد مأرا ت
 ءبيانگر اين واقعيت است كه القا )2شكل(تشكيل آميلوئيد 

ساختار آميلوئيدي در آنزيم با افزايش غلظت الكل رابطه 
   .  مستقيم دارد
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Abstract 

Amyloid formation in non disease proteins has little been studied. In the present study, 

to reveal the trend of amyloid formation in a typical protein,  apo I- yeast alcohol 

dehydrogenase  (apo I-YADH) which was obtained by removing of the structural zinc, 

was subjected to aqueous solution of methanol . Amyloid formation was evaluated by 

Congo red (CR) and thioflavin T staining method using fluorescence and CD 

spectroscopy. The amyloid-inducing aptitude of methanol showed a concentration 

dependent manner: 20%< 40% < 60%< 70% <80%. The established amyloid formation 

monitored by spectroscopic studies, was ascribed to the conformational transition from 

native to the ß-sheet rich structure in the enzyme molecules.  

Keywords: Amyloid, Methanol, fluorescence spectroscopy, CD spectroscopy, 
thioflavin T, Congo red. 
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