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 چكيده
 هاي دخيل در فرايند تشكيل آميلوئيدها، مدل كشت سلولي تجمع پروتئين آميلين عه مكانيسم منظور مطال به : هدف

 . د ش هاي آن بررسي ابداع و ويژگي
 هـا بـه رنـگ استخراج شد و تمايل اتصال آن CHO هاي هاي آميلوئيدي از سلول فيبريل : ها مواد و روش

 هاي استخراج شده تحت نـور زرد فيبريل - انكسار مضاعف سبز . بررسي شد و قرمز كونگو T تيوفلاوين
 ، پـروتئين CHO هـاي منظور بررسي بهتر تشكيل آميلوئيـد در سـلول به . پلاريزه مورد بررسي قرار گرفت

 تكثيـر و در PCR به كمك ProIAPP ين منظور توالي ژن بد . بيان شد بيش ها آميلوئيدزايي در اين سلول
 EGFP­N1 و ناقـل EGFP­N1–ProIAPP با ناقل CHO هاي سلول . كلون شد ساب EGFP­N1 ناقل بياني

 هـاي مختلـف پـس از شـده در روز ت ترانـسفك سـلول ۱۰۰ فنوتيـپ حـدود . عنوان شاهد، ترانسفكت شدند به
 وسيله ها به وجود ساختارهاي آميلوئيدي در اين سلول . شد ارزيابي وسيله ميكروسكوپ فلورسنت ترانسفكشن به

 بلو روي آميزي تريپان آزمون حيات سلول به كمك رنگ . زير نور پلاريزه بررسي شد در آميزي قرمز كونگو رنگ
 . ها انجام گرفت اين سلول

 هاي علاوه سلول به . وجود داشت CHO هاي در سلول ، هاي آميلوئيدي در مقدار كم طور طبيعي ساختار به : نتايج
 هاي گرد شناسي د كه اين فنوتيپ در ريخت دادن را نشان مي فنوتيپ تجمع ProIAPP­EGFP ترانسفكت شده با

 . به مراتب بيشتر از نوع بيضوي بود
 پروتئين آميلين با بيان افـزايش . به مقدار كم وجود دارند CHO هاي هاي آميلوئيدي در سلول فيبريل : گيري نتيجه

 سـلولي تجمـع عنـوان مـدل كـشت توان به نمايد كه از آن مي ايجاد فنوتيپ تجمع مي CHO هاي يافته در سلول
 هاي اي ما را در مطالعه مكانيسم طور گسترده تواند به هاي آميلوئيدزايي اين پروتئين مي ويژگي . پروتئين استفاده كرد

 . درگير در فرايند تشكيل آميلوئيدها در پستانداران از جمله انسان ياري نمايد

تجمع پروتئين، مدل كشت سلولي آميلين، : كليدواژگان
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 و همكاران مريم حسنلو CHO هاي در سلول پپتيد آميلوئيدي ساز پلي يش پ
 ــــــــــــــــــــ ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

۳۴ 

 قدمه م - ۱
 هــايي بــه بيمــاري (Amyloidosis) هــاي آميلوئيــدي بيمــاري

 هاي طبيعي محلول، در داخـل شود كه در آن پروتئين اطلاق مي
 محلـول رسـوب هـاي نـا صـورت فيبريـل يا خارج از سلول به

 . نماينـد كنند و ساختار و عملكرد بافت را دچار اختلال مـي مي
 كـه شده اسـت پروتئين مختلف شناسايي ۲۰ در انسان بيش از

 هاي آميلوئيدي با سـاختار صـفحات بتـاي در فرد بيمار، فيبريل
 توان ها مي از جمله اين بيماري . دهند عرضي لايه لايه تشكيل مي

ــر ــاري آلزايم ــه بيم  Alzheimer’s) ب disease) ــانتينگتون  ، ه
(Huntington’s disease) و پاركينسون (Parkinson’s disease) 

 (Systematic amyloidosis) يدي سيـستميك و نيز بيماري آميلوئ
Type) و ديابت نوع دو 2 diabetes) ۱ [ اشاره كرد .[ 

 هاي مختلف بـا مكانيـسم هاي آميلوئيدي در بيماري فيبريل
 اولـين مرحلـه، دنـاتوره شـدن يـا . شـوند مشتركي تشكيل مـي

 جزئي پروتئين اسـت كـه در (Denaturation) واسرشته شدن
 پروتئين واسرشته . شوند تجمع مستعد مي اين حالت براي ايجاد

 حاصـل در حالـت طبيعـي وارد فراينـد سرشـته شـدن دوبــاره
 شود و در صورت عدم موفقيت در اين مرحلـه بـه چرخـه مي

 بـه هـاي واسرشـته در افراد بيمار، پروتئين . د شو تجزيه وارد مي
 از سيـستم كنتـرل كيفيـت سـلول اي دلايل كم و بيش ناشناخته

 خـود بـه (Hydrophobic) گريـز آب از نـواحي فرار كـرده و
 واسط نيمه پايداري هاي حد و مولكول شوند يكديگر متصل مي

 . كننـد را در ابعاد دايمر تا ذرات ميليون دالتوني بزرگ ايجاد مي
 صورت تجمعات كروي محلول، با ها به واسط بعضي از اين حد

 ا تجمعـات هـ آيند كه به آن نانومتر در مي ۳۰ - ۱۰ ابعاد تقريبي
 نظـر بـه . گوينـد مي (Protofibril) فيبريلي يا پروتوفيبريل پيش
 هـا، رسد كه عامل اصلي ايجاد سميت توسط ايـن پـروتئين مي

 شده است كه ايـن مشخص . همين ساختارهاي حدواسط باشد
 بـه پذير كردن غـشا هاي مختلفي از جمله نفوذ ساختارها از راه
 در كنار ها فيبريل ن پروتو با گذشت زما . رسانند سلول آسيب مي

 . دهنـد مـي تـشكيل هـاي بـالغ را فيبريـل يكديگر قرار گرفته و
 انــد هــاي بــالغ داراي ســاختار صــفحات بتــاي عرضــي فيبريــل

(Cross β­sheet structure) هاي ويژه از قبيل قرمز و به رنگ 
ــو  Congo) كونگ red) ــوفلاوين  T (Thioflavin ، تي T) و 

 ند كه اين اتصال به ترتيـب موجـب شو متصل مي S تيوفلاوين
 هـا زرد و نـور فلورسـنت در آن - ايجاد انكسار مضاعف سـبز

 ]. ۲ [ شان است شود كه بيانگر ساختار منظم صفحات پروتئيني مي
 هاي آميلوئيدي، بيماري ديابت نوع يكي از انواع بيماري

 ايـن بيمـاري در . يا ديابت غير وابسته به انـسولين اسـت ۲
 درصـد ۹۰ دهـد و در مجمـوع سال رخ مـي ۴۰ افراد بالاي

 ميليـون نفـر در ۲۰۰ بيش از . شود افراد ديابتي را شامل مي
 رسوبات آميلوئيـدي در . هستند ۲ جهان مبتلا به ديابت نوع

 پپتيد پلي نام پروتئيني به . شود ديده مي ۲ مبتلايان به ديابت نوع
 كـه (Islet Amyloid Polypeptide: IAPP) اي آميلوئيدي جزيره

 نامند، مـاده اصـلي تـشكيل دهنـده نيز مي (Amylin) آن را آميلين
 ]. ۳ [ دهد اي در افراد ديابتي را تشكيل مي جزيره هاي آميلوئيد

IAPP هـاي اي است كه در سـلول آمينه اسيد ۳۷ ، يك مولكول 
 هــاي ترشــحي پــردازش و بتــاي پــانكراس ســاخته و در گرانــول

 و بانـد ۱۲ روي كروموزوم IAPP جايگاه ژني . شود بندي مي بسته
 ۱ / ۵ صـورت رونوشـت قرار دارد و به p12.3­p12.1 كروموزومي

 سـاز اين رونوشت، پـروتئين پـيش . شود برداري مي كيلوبازي نسخه
 كند كه در نهايت با اعمال را كد مي PreProIAPP اي آمينه اسيد ۸۹

]. ۴ [ آيد وجود مي بالغ به IAPP هاي مختلف بر روي آن، پردازش
ــدل كــشت ســلولي ــا م ــر آن شــديم ت ــق ب  در ايــن تحقي

 انـدازي منظور مطالعه فرايند تجمع پـروتئين راه پستانداران را به
 (ProIAPP) سـاز آميلـين براي اين كار از پروتئين پـيش . كنيم
 علـت ســميت و آميلوئيـدزايي كمتـر آن نــسبت بـه آميلــين بـه

ــد ــتفاده ش ــدا ژن . ] ۵ [ اس ــه ژ ProIAPP در ابت ــصال ب  ن در ات
EGFP (Enhanced Green  Fluorescent  Protein) در ناقـل 
ــاني ــلول EGFP­N1 بي ــه س ــپس ب ــون و س ــاي كل  CHO ه

(Chinese Hamster Ovary) اثـر بيـان ايـن . د ش ترانسفكت 
 بررسـي و EGFP كننـده پروتئين در سلول با نمونه كنترل بيان

 هـاي پروتئين آميلين در حالت طبيعـي در گرانـول . د ش مقايسه
شـود و در نهايـت بـه خـارج از ي ذخيره و پردازش مي ترشح
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 ۱۳۸۸ بهار ، ۱ اره شم ، ۱۲ دوره مدرس پزشكي علوم مجله
 ـ ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

۳۵ 

 در اين تحقيق با حذف پپتيد نشانه از . ] ۴ [ شود سلول ترشح مي
 عنوان يـك مولكـول آميلوئيـدزا در انتهاي اين پروتئين آن را به

 ايجاد (Morphology) شناسي سيتوپلاسم بيان نموده و ريخت
 . د ش آن بررسي وسيله به شده

ــلولي ت ــدل س ــلول ســاخت م ــروتئين در س ــاي جمــع پ  ه
 توانـد كمـك مـؤثري در مطالعـات مربـوط بـه پستانداران مـي

 . هاي مولكولي درون سلولي مرتبط با اين فرايند باشد كنش برهم
 توان به كمك اين مدل تأثير عوامل مختلف محيطي علاوه مي به

 . دست آورد را در كاهش يا افزايش سرعت تجمع پروتئين به

 ا ه مواد و روش - ۲
 در ناقـل ProIAPP كلونينگ توالي ساب - ۱ - ۲

 EGFP­N1 بياني
 و قــرار دادن نقــاط بــرش (Primer) بــا طراحــي آغــازگر

 (Forward) در آغـازگر جلـويي XhoI الاثر هاي محدود آنزيم
. (CCGCTCGAGATGCCCATTGAAAGTCATCAGGTGGA) 

ــشتي EcoRI و ــازگر برگـــــــــ  (Reverse) در آغـــــــــ

(CCGGAATTCTAAGGGGCAAGTAATTCAGTGGCTC) . 
 اهـدايي pET32­LIC از ناقل بياني باكتريـايي ProIAPP توالي

 بــه كمــك واكــنش ] ۴ [ (Kapurniotu) دكتــر كــاپورنيوتو
 :Polymerase Chain Reaction) اي پليمـراز زنجيره PCR) 

 گراد درجه سانتي ۴۷ ثانيه، ۵۰ گراد درجه سانتي ۹۴ چرخه، ۲۵ (
 سـپس . تكثيـر شـد ) يـه ثان ۵۰ گراد درجه سانتي ۷۲ ثانيه و ۵۰

 برش مضاعف شده و پس EGFP­N1 و ناقل PCR محصول
 ناقل به كمـك آلكـالين فـسفاتاز '5 از تخليص، فسفات انتهاي

(promega, USA) از ۱ به ۳ حذف و واكنش الحاق با نسبت 
 محـصول الحـاق بـه درون . و ناقل انجـام شـد PCR محصول

 آگــار ترانــسفكت و روي محــيط DH5α بـاكتري اشرشــياكلي
 تأييد الحاق هضم براي هاي مثبت كلوني . جامد كشت داده شد

 يابي گـشتند مضاعف شدند و براي تأييد ترادف كلونينگ توالي
 كليـه . داد كلونينگ با موفقيـت انجـام شـده اسـت كه نشان مي

 Fermentas ها به غير از مـوارد اشـاره شـده از شـركت آنزيم
 . محصول كشور ليتواني تهيه شده است

 هـاي آميلوئيـدي از جدا كـردن سـاختار - ۲ - ۲
 سوسپانسيون سلولي

 متر مربعـي سانتي ۷۰ در يك فلاسك CHO هاي سلول
 درصد به ۸۰ ها به و پس از رسيدن تراكم آن شد كشت داده

 ، ) Tris­HCl ) ۴ / ۷ = pH مـول ميلي ۲۰ [ كمك بافر ليزكننده
 سـولفونيل متيـل مـول فنيـل ميلـي NaCl ، ۱ مـول ميلي ۱۴۰

 مول يلي م ۱ ، (phenylmethylsulfonyl fluoride) فلورايد
Na3NO4 ، ۱۰ مول ميلي NaF ، ۵ / ۰ حجمـي / درصد حجمي 

(v/v) Nonidet  P­40 ، ۱ ــي ــول ميلــــ  EDTA مــــ

(Ethylene  Diaminie  Tetraacetic  Acid) ــده  و مهاركنن
 Complete) پروتئــاز كامــل protease  inhibitors) [ ليــز و 

 ند ذوب و انجمـاد قـرار سوسپانسيون حاصل سه بار تحت فراي
 g ۱۰۰۰ سپس سوسپانسيون سـلولي حاصـل در دور . ه شد داد
 گراد سانتريفيوژ و بـه درجه سانتي ۴ دقيقه در دماي ۱۰ مدت به

 . د شـ اين ترتيب محتواي هسته را از سوسپانسيون سلولي جـدا
 ابتدا غلظت پروتئين موجود در سوسپانسيون سلولي بـا آزمـون

TCA­lowry . (Trichloric  Acetic  Acid  lowry  assay) 
 سـانتريفيوژ g ۱۰۰۰۰۰ سپس مايع رويي در دور . ه شد سنجيد

 كننده حل و مورد آزمايش اتصال رسوب حاصل در بافر ليز . د ش
 كليـه مـواد از ]. ۶ [ ه شـد داد قـرار T قرمز كونگو و تيوفلاوين

 . آلمان تهيه شد Merck شركت

 آزمون اتصال رنگ قرمز كونگو - ۳ - ۲
 بـافر تهيه شـده در نگو و ك كرومول از محلول قرمز مي ۵

 مـول و ۰ / ۱۵ با غلظت pH ) NaCl = ۷ / ۴ فسفات پتاسيم با
KH2PO4 ــت ــا غلظ ــي ۵ ب ــول ميل ــه ) م ــرم ۳۶ ب  ميكروگ

 در يــك لولــه . د شــ سوسپانــسيون رســوب ســلولي، اضــافه
(Tube) نگو و ك ميكرومول از محلول قرمز ۵ جداگانه مقدار 

سپانسيون رسـوب سـلولي بـه در لوله ديگري فقط از سو و
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 و همكاران مريم حسنلو CHO هاي در سلول پپتيد آميلوئيدي ساز پلي يش پ
 ــــــــــــــــــــ ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

۳۶ 

 ها به كمك حجم همه لوله . د ش ميكروگرم اضافه ۳۶ مقدار
 هـا نمونه . ه شد رساند ميكروليتر ۲۵۰ بافر فسفات پتاسيم به

 ه شد شت گذا دقيقه در تاريكي ۳۰ مدت خوبي مخلوط و به به
ــوج آن UV و ســپس جــذب ــا در گــستره طــول م ــاي ه  ه

 دسـت ه هايـت بـراي بـ در ن . د شـ اسكن نانومتر ۷۰۰ - ۴۰۰
 ها، منحني مربوط آوردن منحني اصلاح شده هر يك از نمونه

 نگو هر نمونه از منحني مربوط به و ك قرمز به پروتئين بدون
 كليه مواد از شركت . ] ۷ [ د ش نگو كم و ك قرمز پروتئين همراه

Merck آلمان تهيه شد . 

 آميزي رسوبات آميلوئيدي استخراج رنگ - ۴ - ۲
 يله رنـگ قرمـز كونگـو و وسـ به CHO شده از

 ه مشاهده انكسار مضاعف آن در زير نور پولاريز
 ميكروليتر از رسوبات آميلوئيدي اسـتخراج شـده روي ۱۰

 دقيقه در دماي اتـاق و چند شد اسلايد ميكروسكوپي قرار داده
 ۲۰ درصد اتـانول و ۸۰ محلولي از . تا خشك شود گذاشته شد

 پس قرمز كونگو به حد و س NaCl درصد آب ديونيزه تهيه و با
 محلــول حاصــل را فيلتــر نمــوده و روي . ه شــد رســاند اشــباع

 ريختيم و پس از چنـد دقيقـه در زيـر نـور رسوبات آميلوئيدي
 ]. ۸ [ د ش پلاريزه مشاهده

ــوفلاوين - ۵ - ۲ ــصال تيــ ــايش اتــ  T آزمــ

(Thioflavin T binding assay) 
 ر بـاف تهيـه شـده در T ميكرومول از محلول تيـوفلاوين ۵

ــسفات ــديم ف ــا س ــي pH ) ۵۰ = ۱ / ۵ ب ــول ميل  ، Na2HPO4 م
ــه ) NaH2PO4 مــول ميلــي ۵۰ ــسيون ميكروگــرم ۱۰ ب  سوسپان

 در يــك لولــه جداگانــه مقــدار . د شــ رســوب ســلولي، اضــافه
 حجـم كـل . اضـافه شـد T ميكرومول از محلول تيـوفلاوين ۵

 ه رساند ميكروليتر ۲۵۰ ها به كمك بافر فسفات پتاسيم به نمونه
 و ه شـد گذاشـت دقيقه در دمـاي اتـاق ۵ هاي حاصل نه نمو . شد

 اسپكتروفتومتري كه طـول وسيله به ها سپس ميزان فلورسنت آن

 نـانومتر و طـول ۴۴۰ آن در (Excitation) موج برانگيختگـي
 نانومتر تنظيم شـده بـود، ۴۸۵ آن در (Emission) موج نشري
 تنظيم نانومتر ۵ عرض اسلايد جذبي و نشري ( ه شد اندازه گرفت

 بـدون T عدد حاصـل از فلورسـنت محلـول تيـوفلاوين ). شد
 د تا فلورسنت زمينه سر ش ها ك پروتئين از مقدار فلورسنت نمونه

 . ] ۷ [ د ده باش ش حذف

 ميكروسكوپ فلورسنت - ۶ - ۲
 و EGFP­N1 هـــاي ترانـــسفكت شـــده بـــا ســـلول

EGFP­N1­ProIAPP هاي اول، دوم، سوم و ششم در در روز 
 شناسـي تعـداد رسنت مشاهده و ريخـت زير ميكروسكوپ فلو

 بار تكـرار و از اين آزمايش سه . د ش بررسي سلول ۱۰۰ تقريبي
 سپس به كمك . د ش اعداد حاصل ميانگين و انحراف معيار تهيه

 هاي آن شاخص خطـا نمودار تهيه و روي داده Excel افزار نرم
 . ه شد قرار داد

 شـده هـاي ترانـسفكت آميزي سلول رنگ - ۷ - ۲
 رنگ قرمز كونگو وسيله به

 ۱۰۰ لام را بـه كمـك متـانول هـاي موجـود در سلول ابتدا
 ۸۰ سپس محلول قرمز كونگو كـه در اتـانول . د ش درصد تثبيت

 چنـدين . ريخته شد ها درصد قليايي تهيه شده بود، روي سلول
 دقيقـه در هماتوكـسيلين ۲ مـدت و به شد رده ب بار در آب فرو

 درصـد، چنـد ۷۰ انول اسيدي بار در ات ها يك لام . ه شد قرار داد
 در انتها . ه شد درصد فرو برد NaOH ۱ در بار بار در آب و يك

 با زايلن تميز شو، درصد شست ۱۰۰ س درصد و سپ ۹۵ در اتانول
 ]. ۷ [ د ش و در زير نور پلاريزه مشاهده

 وسـيله بـه CHO هـاي ترانسفكشن سـلول - ۸ - ۲
 EGFP­N1­ProIAPP و EGFP­N1 هاي ناقل

 (Oligofectamine) كمـك اليگوفكتـامين اين كار بـه
ميكروليتر محيط كشت ۱۰۰ بدين صورت كه مقدار . انجام شد
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 ۱۳۸۸ بهار ، ۱ اره شم ، ۱۲ دوره مدرس پزشكي علوم مجله
 ـ ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

۳۷ 

Opti­MEM ــانوگرم ۲۰ و ــميدي و DNA نـــ  ۱ ي پلاســـ
 اي ريخته خانه ۲۴ ميكروليتر اليگوفكتامين در يك خانه از پليت

 حجـم . د ش سلول به آن اضافه ۳ × ۴ ۱۰ دقيقه تعداد ۲۰ و پس از
 ميكروليتـر ۵۰۰ بيوتيك بـه ت فاقد آنتي كل به كمك محيط كش

 ساعت محيط كشت بـا محـيط كـشت ۲۴ پس از . ه شد رساند
 . د ش بيوتيك تعويض و در زير ميكروسكوپ مشاهده داراي آنتي

 نتايج - ۳
 هاي زرد در آميلوئيد - انكسار مضاعف سبز - ۱ - ۳

 CHO هاي استخراج شده از سلول
 هـا يافـت در سـلول طـور طبيعـي كه آميلوئيدها بـه جايي از آن

 هـاي سـلولي كه مقدار آميلوئيد ه شد شوند، در ابتدا تصميم گرفت مي
 به اين منظـور سـاختارهاي آميلوئيـدي از سـلول . شود گيري اندازه

 هاي مختلفي از جملـه آزمـايش اتـصال تحت آزمايش استخراج و
 رسـوبات آميلوئيـدي در . ه شد قرار داد T قرمز كونگو و تيوفلاوين

 زردي ايجـاد - ه رنگ قرمز كونگو انكـسار مـضاعف سـبز اتصال ب
 هاي از استخراج ساختار بررسي رسوبات حاصل براي ]. ۷ [ كنند مي

 وسـيله رنـگ قرمـز بـه رسـوبات ، CHO هـاي آميلوئيدي از سلول
 ب ايـن انكـسار قسمت الف و ۱ در شكل . د ش آميزي كونگو رنگ

 ونه كنتـرل قسمت ج نم ۱ شكل . شود زرد ديده مي - مضاعف سبز
 هـاي ليـزوزيم تهيـه شـده در جـا از فيبريـل مثبت است كه در اين

 د نمونـه - ۱ شـكل . اسـتفاده شـد (in vitro) شرايط آزمايشگاهي
 ايـن نتـايج . فاقد ساختارهاي آميلوئيدي اسـت و ) آب ( كنترل منفي

 هاي آميلوئيدي را در رسـوبات حاصـل از اسـتخراج وجود ساختار
 . دهد مي آميلوئيد از سلول نشان

ــتخراج - ۲ - ۳ ــل از اس ــوبات حاص ــصال رس  ات
 قرمز كونگو به رنگ CHO هاي ل آميلوئيد از سلو

 هاي مختلف از آزمـون بررسي محتواي آميلوئيدي محلول براي
 . شود هاي آميلوئيدي استفاده مي اتصال قرمز كونگو به فيبريل

 تريفيوژ با آميزي تجمعات آميلوئيدي در رسوبات حاصل از سان رنگ ۱ شكل
 تهيـه X ۱۰۰۰ وسيله رنگ قرمـز كونگـو؛ تـصاوير بـا بزرگنمـايي دور بالا به

 تجمعات آميلوئيدي موجود در رسـوب حاصـل از ليـز ) الف و ب . اند شده
 كنترل ) ج . دهند مي زرد نشان - سلولي كه در زير نور پلاريزه درخشش سبز

 كنترل منفي؛ تصوير ) د . هاي ليزوزيم استفاده شد مثبت كه در اينجا از فيبريل
 . ايجاد وضوح بيشتر با تنظيمات نـوري متفـاوتي تهيـه شـده اسـت براي ب

 تصاوير وجود ساختارهاي آميلوئيـدي را در رسـوبات حاصـل از اسـتخراج
 . دهد نشان مي CHO هاي آميلوئيد از سلول

 ها جـذب نـوري رنگ قرمز كونگو در اتصال به اين فيبريل
 ايـن ترتيـب كـه در صـورت وجـود به . كند متفاوتي ايجاد مي

 جـايي پيـك ساختار آميلوئيـدي بيـشتر ارتفـاع بيـشتر و جابـه
(Peak) نـانومتر ۵۰۰ نانومتر به ۴۸۰ از (Red shift) را نـشان 

 مقـدار رسـوبات آميلوئيـدي پـس از اسـتخراج از ]. ۷ [ دهد مي
 بـا اسـتفاده از آزمـون اتـصال قرمـز كونگـو CHO هاي سلول
 قسمت الف، افزايش ارتفاع ۲ شكل . ي شد گيري و بررس اندازه

 جايي آن را به سمت طول موج بيشتر نـسبت بـه نمونـه و جابه
 دهـد كـه بيـانگر وجـود حاوي قرمز كونگو به تنهايي نشان مي

 . ساختارهاي آميلوئيدي در اين رسوبات است

 نشر فلورسنت توسط رسوبات سلولي - ۳ - ۳
 ختارهايي غيـر از تواند با سا جايي كه قرمز كونگو مي از آن

 T ، از آزمون تيوفلاوين ] ۹ [ آميلوئيد اتصال غير اختصاصي دهد
 براي بررسـي ايـن سـاختارها اسـتفاده شـد كـه در بـسياري از

]. ۷ [ مطالعات اختصاصيت آن نشان داده شده است
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 و همكاران مريم حسنلو CHO هاي در سلول پپتيد آميلوئيدي ساز پلي يش پ
 ــــــــــــــــــــ ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

۳۸ 

 به سـاختارهاي آميلوئيـدي T اتصال رنگ قرمز كونگو و تيوفلاوين ۲ شكل
 طور كه در نمـودار مـشاهده همان ) الف ؛ CHO هاي استخراج شده از سلول

 شود، ساختارهاي آميلوئيدي در رسوبات استخراج شده منجر به بالا رفتن مي
 جايي نمـودار بـه سـمت طـول شدت نور ساطع شده از قرمز كونگو و جابه

 . اسـت اي آميلوئيـدي هـ هاي بـالاتر شـده اسـت كـه ويژگـي سـاختار موج
 هـاي آميلوئيـدي را نمودار اتصال اختصاصي رنگ تيوفلاوين به ساختار ) ب

 . شـد مقدار نور ساطع شده بـا نمونـه بـافر ليزكننـده مقايـسه . دهد نشان مي
 متـصل شـده و باعـث T ساختارهاي آميلوئيدي در اين نمونه به تيوفلاوين

 . شود افزايش شدت نور فلورسنت ساطع شده مي

 هاي آميلوئيـدي در در اتصال به ساختار T گ تيوفلاوين رن
 اين . كند فلورسنت نشر مي نانومتر نور ۴۸۵ محدوده طول موج

 نانومتر در دستگاه ۴۴۰ كار كه با كمك طول موج برانگيختگي
 هـاي شـود، وجـود و ميـزان سـاختار اسپكتروفتومتر انجام مـي
 ۲ هـاي شـكل داده . دهـد ها نـشان مـي آميلوئيدي را در محلول

 قسمت ب نشر نور فلورسنت در رسوبات حاصل از اسـتخراج
 را نسبت به بـافر CHO هاي اي سلول آميلوئيد از پروتئين زمينه

 معمولاً بـراي . دهد ها نشان مي مورد استفاده در ليز همين سلول
 كـسر حذف اثر بافر جذب آن را از جـذب نمونـه مـورد نظـر

 شود افزايش شدت فلورسنت ي طور كه مشاهده م همان . كنند مي
 وجود ذاتي تجمعات ، در نمونه رسوبات استخراج شده از سلول

 . دهد ها نشان مي پروتئيني درون سلولي را در اين سلول

 هـــاي ترانـــسفكت شـــده ســـلول - ۴ - ۳
 . دهند هاي مختلفي نشان مي شناسي ريخت

 منظور ساخت مـدل كـشت سـلولي تجمـع پـروتئين، از به
 ن كه پـروتئين توليـد شـده توسـط آن در ترانسفكشن ژن آميلي

 پانكراس مبتلايان به ديابت نوع دو ايجاد رسـوبات آميلوئيـدي
 هـاي در سـلول EGFP صورت متصل به توالي ژنـي كند، به مي

CHO عنوان شاهد از ناقل حـاوي به اين منظور به . د ش استفاده 
EGFP هـاي طور كلي سـلول به . د ش ترانسفكشن استفاده براي 
 ت شده موجـود در پليـت كـشت سـلول، بـه يكـي از ترانسفك
 شـوند كـه ديـده مـي ۳ هـاي موجـود در شـكل شناسي ريخت
 در هنگـام مـشاهده . هـا نـشان داده شـده اسـت اي از آن نمونه
 ها در زير نـور فلورسـنت تجمـع پـروتئين در بعـضي از سلول
 نظر در ابتداي راه ايجـاد فنوتيـپ تجمـع هـستند ها كه به سلول

 مركزي سلول كه احتمالاً اطـراف هـسته باشـد ديـده در مناطق
 هـا از رسد كه تجمع پروتئين در ايـن سـلول نظر مي به . شود مي

 ). ۴ شكل ( نواحي مركزي سلول شروع شده باشد

 هـاي با گذشت زمـان بـر تعـداد سـلول - ۵ - ۳
 . شود داراي فنوتيپ تجمع افزوده مي

 م پس از شش هاي اول ، دوم، سوم و در روز ها فنوتيپ سلول
 درصـد ) الـف - ۵ شكل ( در روز اول . د ش ترانسفكشن ارزيابي

 هـــــاي ترانـــــسفكت شـــــده بـــــا بـــــالايي از ســـــلول
EGFP­N1­ProIAPP ــشان ــده را ن ــضوي پراكن ــپ بي  ، فنوتي

 فنوتيـپ تجمـع ديـده دهنـد و هنـوز در جمعيـت سـلولي مي
 فنوتيـپ بيـضوي هـاي داراي در روز دوم از سـلول . شـود نمي

 هــاي داراي فنوتيــپ گــرد تعــداد ســلول پراكنـده كاســته و بــر
 ايـن افـزايش در روز ). ب - ۵ شكل ( شود يافته افزود مي تجمع

 در روز ششم مجـدداً ). ج - ۵ شكل ( رسد سوم به اوج خود مي
 شود يافته كاسته مي هاي داراي فنوتيپ گرد تجمع از تعداد سلول

 كننـده هـاي بيـان شناسي تجمع در سـلول ريخت ). د - ۵ شكل (
GFP (Green Fluorescent Protein) نيز به مقدار كمي ديده
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۳۹ 

 اما اين مقدار بسيار پايين است ولي در روز سوم مقدار . شود مي
 تـوان گفـت كـه پـروتئين طور كلـي مـي به . يابد آن افزايش مي

ProIAPP در مقايسه با GFP در ايجاد فنوتيپ تجمع نقش دارد 
 . كند تأثير نامحسوسي ايفا مي GFP و پروتئين

 هـاي ترانـسفكت شـده هاي مختلف مشاهده شده در سلول شناسي ريخت ۳ شكل
 را CHO هـاي شناسي طبيعي سـلول ريخت ) الف ؛ EGFP­N1­ProIAPP توسط

 در GFP هاي شود كه مولكول مشاهده مي . دهد صورت بيضوي پراكنده نشان مي به
 و پراكنـده را شناسي گـرد ريخت ) ب . اند طور يكنواخت پراكنده به سرتاسر سلول

 ل جدا شدن از كف پليت و مرگ و يا در ها در حا دهند كه احتمالاً سلول مي نشان
 . دهـد يافتـه نـشان مـي صورت بيضوي تجمع ها را به سلول ) ج . حال ميتوز هستند

 شناسـي ريخـت ) د در . شناسي بسيار كم اسـت هاي داراي اين ريخت تعداد سلول
 . دهنـد هـا را تـشكيل مـي د بالايي از سـلول شود كه درص يافته ديده مي گرد تجمع

 . دهند را نشان مي GFP ها نقاط تجمع و شدت نور فلش

 از مناطق مركزي سلول و ProIAPP رسد كه تجمع پروتئين نظر مي به ۴ شكل
 سـوم پـس از در روز ) الف، ب و ج . شود احتمالاً از اطراف هسته آغاز مي

 . ه شده است ترانسفكشن با ميكروسكوپ فلورسنت گرفت

 هاي زرد در سلول - انكسار مضاعف سبز - ۶ - ۳
CHO ترانسفكت شده 

 هـاي براي اطمينان از حضور ساختارهاي آميلوئيدي در سـلول
 . آميـزي شـد هـا بـا رنـگ قرمـز كونگـو رنـگ ترانسفكت شده آن

 هـاي تشخيـصي مناسـب بـراي ميكروسكوپ پلاريزه يكي از ابزار
 هـا در زيـر نـور اين ساختار . ت هاي آميلوئيدي اس شناسايي ساختار

 ]. ۷ [ دهند مي پلاريزه انكسار مضاعف سبز زرد را نشان

 هاي اول، دوم، سوم و ششم پس در روز ها فراواني فنوتيپ سلول ۵ شكل
 هاي درصد بالايي از سلول ) نمودار الف ( روز اول . از ترانسفكشن

 ، فنوتيپ بيضوي پراكنده را EGFP­N1­ProIAPP ترانسفكت شده با
 هاي داراي اين فنوتيپ كاسته و بر در روز دوم از سلول . دهند نشان مي

 نمودار ( شود يافته افزوده مي هاي داراي فنوتيپ گرد تجمع تعداد سلول
 در روز . ) نمودار ج ( رسد اين افزايش در روز سوم به اوج خود مي . ) ب

 يافته كاسته ي فنوتيپ گرد تجمع هاي دارا ششم مجدداً از تعداد سلول
 GFP كننده هاي بيان شناسي تجمع در سلول ريخت . ) نمودار د ( شود مي

 اما اين مقدار بسيار پايين است ولي در . شود نيز به مقدار كمي ديده مي
. يابد روز سوم مقدار آن افزايش مي
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 و همكاران مريم حسنلو CHO هاي در سلول پپتيد آميلوئيدي ساز پلي يش پ
 ــــــــــــــــــــ ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

۴۰ 

 هاي ترانـسفكت شـده بـا اين انكسار در سلول ۶ در شكل
EGFP­N1­ProIAPP شود و در نمونه كنترل كـه مشاهده مي 

 . شود ديده نمي ، هستند EGFP هاي ترانسفكت شده با سلول

 وسيله رنگ قرمز كونگو؛ تصاوير با بزرگنمايي ها به آميزي سلول رنگ ۶ شكل
X ۱۰۰۰ هـايي هـستند كـه در زيـر نـور سلول ) الف، ب و ج . اند تهيه شده 

 . نمايانگر كنترل منفي است ) د . دهند مي زرد نشان - پلاريزه درخشش سبز

 ترانسفكت شده تـا روز CHO هاي سلول - ۷ - ۳
 . پنجم زنده هستند

 بـراي سـلول توليدكننـده آن IAPP جايي كه پروتئين از آن
 ها با رنگ اين سلول ، منظور اطمينان از زنده بودن به است، سمي

 Trypan) بلو تريپان blue) اين رنگ قـادر بـه . د ش آميزي رنگ 
 هـاي هاي زنده نخواهد بود و فقط هسته سـلول به سلول ورود

 اين كار در روزهاي اول، سوم و پنجم ]. ۸ [ كند مرده را رنگ مي
 هـاي بعد از ترانسفكشن انجام شد كه نتايج، زنده بودن سـلول

 با ايـن حـال از . داد گرد و بيضوي ترانسفكت شده را نشان مي
 ). ۷ شكل ( ها به شدت كاسته شده بود تعداد سلول

 بلـو؛ ترانسفكت شده بـا رنـگ تريپـان CHO هاي آميزي سلول رنگ ۷ شكل
 EGFP­N1­ProIAPP هاي ترانسفكت شده با منظور بررسي حيات سلول به

 اين رنـگ قـادر بـه . آميزي شدند بلو رنگ ها به كمك رنگ تريپان اين سلول
 . نيست هاي زنده آميزي هسته سلول رنگ

 بحث - ۴
 هـاي آميلوئيــدي از بيمــاري سـاخت مـدل كــشت سـلولي

 هـاي اخيـر بـوده روي بسياري از محققان در سـال اهداف پيش
ــت ــديوپادياي . اس ــارانش در (Bandyopadhyay) بان  و همك

 (Tau) مدل كشت سلولي توليدكننده پـروتئين تـاو ۲۰۰۷ سال
 HEK­239 هــــاي را بــــه كمــــك ترانسفكــــشن ســــلول

(Human  Embryonic  Kidney  cell) ــ ــل الق ــا ناق  ايي ب
 هاي ايـن گـروه اطلاعـات يافته . كننده اين پروتئين ساختند بيان

 ارزشــمندي را در ارتبــاط بــا ســميت و مكانيــسم عمــل ايــن
 هـاي عـصبي مبتلايـان بـه پروتئين كـه رسـوبات آن در سـلول

 بيماري آلزايمـر وجـود دارد، در اختيـار دانـشمندان قـرار داده
 ش با خاموش كردن و همكاران (Liu) ليو ۲۰۰۹ در سال ]. ۹ [ است

 ، يك PINK1 (PTEN­Induced putative Kinase 1) بيان ژن
 سرين ترئونين كيناز ميتوكندريايي، متوجه تـأثير افزاينـده آن در

 Alpha) ايجاد تجمعات پروتئين آلفـا سـينوكلين synuclein) 
 طـور كلـي بـه ]. ۱۰ [ در مدل كشت سـلولي پاركينـسون شـدند

 تـوجهي بـه قابـل ي كمـك هـاي كـشت سـلول استفاده از مدل
 هـاي مـؤثر در دانشمندان در كسب اطلاعات در زمينه مكانيسم

 علاوه بـه كمـك به . كند ايجاد تجمعات آميلوئيدي در انسان مي
 توان تأثير عوامل مختلـف محيطـي و سـلولي را ها مي اين مدل

 . بر فرايند تجمع پروتئين سنجيد
 هاي دآمينه تجمع اسي ۲۰۰۴ و همكارانش در سال (Oma) اوما

ــوپليمر ــستيدين، (Homopolymer) هوم ــزين، هي ــستئين، لي  سي
 COS­7 هاي سلول در ها را آرژنين و تعداد ديگري از اسيدآمينه

 ها به توالي پروتئين فلورسنت زرد وسيله اتصال اين اسيدآمينه به
(Yellow  Fluorescent  Protein:  YFP) و بيـان آن تحـت 

ــايتومگالوويروس ــور س ــشان (Cytomegalovirus) پروموت  ن
 قرارگيـري ايـن طي اين تحقيق شـدت تجمـع و مكـان . دادند

 ]. ۱۱ [ شد ساختارها بررسي
 دهـد كـه بيـان هاي حاصل از اين تحقيـق نـشان مـي يافته

 توانـد منجـر بـه ايجـاد اي مي ساز آميلوئيد جزيره پروتئين پيش
عـلاوه بـروز ايـن بـه . شود CHO هاي فنوتيپ تجمع در سلول

Archive of SID

www.SID.ir

http://www.nitropdf.com/


 ۱۳۸۸ بهار ، ۱ اره شم ، ۱۲ دوره مدرس پزشكي علوم مجله
 ـ ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

۴۱ 

 هـا بـه در روز سوم پس از ترانسفكشن در اين سـلول فنوتيپ
 هـاي رسد كه روند ايجاد فنوتيـپ نظر مي به . رسد اوج خود مي

 طـور منطقــي بـه ترتيــب مختلـف در پليـت كــشت سـلول بــه
 و يافتــه بيــضوي تجمــع - ۲ ، بيــضوي پراكنــده - ۱ صــورت بــه
 جايي كـه تعـداد رسد از آن نظر مي به . يافته باشد گرد تجمع - ۳

 يافتــه نــسبت بــه ديگــر هــاي بيــضوي تجمــع شناســي ريخــت
 توانـد فنوتيـپ مـي بنـابراين ، ها بسيار كـم اسـت شناسي ريخت

 گذرايي محسوب شود كه سلول بلافاصله پـس از رسـيدن بـه
 دهد و به حالـت شناسي طبيعي خود را از دست مي آن، ريخت
 در روز ششم نـسبت بـه روز سـوم . آيد يافته در مي گرد تجمع
 . شـود يافته ديده مي ها با فنوتيپ گرد تجمع ل داد سلو كاهش تع

 ها ايـن رسد كه با توجه به كم شدن كلي تعداد سلول نظر مي به
 ها از كـف پليـت ها و جدا شدن آن علت مرگ سلول كاهش به

 . كشت سلول باشد
 طور كلي يكي از عواملي كه در ايجاد فرايند تجمع مـؤثر به

 هـا اين پروتئين . ها است روتئين شناخته شده است، بيان بالاي پ
 صورت محلول وجود دارنـد، كه در حالت معمول در سلول به

 مناسـب بازمانـده و (Folding) در اثر بيان بالا از سرشته شدن
 هـاي پروتئينـي كـه در ايـن ميـان تـوالي . شوند دچار تجمع مي

 استعداد بيشتري براي تجمع دارند زودتر و بـا شـدت بيـشتري
 مشاهده بروز ايـن فنوتيـپ ]. ۱۲ [ دهند ا نشان مي اين فنوتيپ ر

 . تواند به همين دليل باشد نيز مي GFP كننده هاي بيان در سلول
 نشان دادند كه ۲۰۰۶ و همكارانش در سال (Fowler) فولر

 كـه در Pmel17 عملكردي ساختارهاي آميلوئيدي در پروتئين
 هـاي پوشـشي پوسـت نقـش دارد، سـازي سـلول فرايند ملانين

 طـور اين كشف جالب نشان داد كه آميلوئيـدها بـه . وجود دارد
 ها وجود دارند و لزومـاً ايـن سـاختارها بـراي طبيعي در سلول

 در ايـن تحقيـق بـه كمـك آزمـايش ]. ۱۳ [ نيستند سلول سمي
 هـاي اتصال تيوفلاوين و قرمز كونگو مشخص شد كـه سـلول

CHO طــور ذاتــي داراي ســاختارهاي آميلوئيــدي هــستند بــه . 

 براي تشخيص حضور ساختارهاي آميلوئيـدي در محلـول
 بـه . شود طور معمول از آزمون اتصال قرمز كونگو استفاده مي به

 اين ترتيب كه محلولي حاوي پروتئين مورد نظر و قرمز كونگو
ــه ــه و جــذب آن را ب  وســيله دســتگاه اســپكتروفوتومتر در تهي

 . كننـد مي نانومتر اسكن ۷۰۰ نانومتر تا ۴۰۰ محدوده طول موج
 مشخص شده است كه رنگ قرمز كونگو علاوه بر ساختارهاي

 اختـصاصي بـه سـاختارهاي طبيعـي و طـور غيـر آميلوئيدي به
 هاي مختلفي از ساختارهاي دوم از جمله سـاختار آلفـا و دسته
 همچنين مشخص شده است كه قرمـز . شود بتا متصل مي - آلفا

ــيون ــت اليگومريزاســ ــو قابليــ  (Oligomerization) كونگــ
 بنابراين در هنگام استفاده از اين . دارد نيز هاي طبيعي را پروتئين

 از در صـورت امكـان رنگ در تفسير نتايج بايد دقـت نمـود و
 در اين تحقيق به علـت ]. ۹ [ نمونه كنترل منفي نيز استفاده كرد

 بـراي هـا فقط از يك سري از نمونه ، حساسيت پايين اين رنگ
 وسيله استفاده شد و آزمايش اصلي به آزمون اتصال قرمز كونگو

 . انجام شد T تيوفلاوين
 منجر بـه ProIAPP توان گفت كه پروتئين طور كلي مي به

 شـود و پـروتئين مـي CHO هاي ايجاد فنوتيپ تجمع درسلول
GFP از ايـن . كنـد تأثير چنداني در ايجاد اين فنوتيپ ايفا نمي 

 هـاي كـنش توان در مطالعات مربـوط بـه بـرهم مدل سلولي مي
 هاي مرتبط با ژن مولكولي درون سلولي و بررسي تغيير در بيان

 بررسـي تـأثير عوامـل براي علاوه به . فرايند تجمع استفاده كرد
 تـوان از ايـن مـدل بـا كمـك محيطي بر تجمع پروتئين نيز مي

 بررسي مقدار فنوتيپ تجمعي ايجاد شده نسبت به نمونه كنترل
 . استفاده نمود

 درداني تشكرو ق - ۵
 خـانم دكتـر كـاپورنيوتو هـاي به اين وسـيله از مـساعدت

. كنيم سپاسگزاري مي
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 و همكاران مريم حسنلو CHO هاي در سلول پپتيد آميلوئيدي ساز پلي يش پ
 ــــــــــــــــــــ ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

۴۲ 
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