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چکیده
اینمهاربنابرایناست.آلزایمرازجملهعصبیسیستمبرندهتحلیلهايبیمارياز زیاديتعدادهايویژگیازآمیلوئیديتجمعات

روشیک،استشدهانجامکهايگستردهتحقیقاتبا وجودکه طوريبه.استبیماريایندرمانبرايجذابراهکاریکتجمعات
جلوگیريبرايمهمدرمانیهايروشازیکی.استنشدهکشفتاکنونگرددتجمعاتاینمهارباعثطور مستقیمهبکهمؤثردرمانی

برگعصارهي مهارتیفعالمطالعهاین درباشد.میآروماتیک)هايترکیباز(غنیداروییگیاهانازاستفادههابیمارياینبروزاز
Satureia(مرزهگیاه hortensis L.(غلظتبالیزوزیم.استگرفتهقرارمطالعهموردمرغتخمدهیسفمیزوزیلونیلاسیبریفروندي رو

تبدیلشودمیهزدهممدامکهطوريهبدرجه57دمايدروتهیه=5/2pHبامولارمیلی50گلایسینبافردرلیترمیلیبرگرممیلی2
عکسوخارجیفلورسانس،Tتیوفلاوینسنجشازجملهمختلفیهايتکنیکازفیبرهاتشکیلاثباتبراي.شدفیبربه

در.گردیدانجامSPSS.16افزارنرمباومستقلتیآماريآزمونازاستفادهباهادادهتحلیلشد.استفادهاتمینیرويمیکروسکوپ
25/0-1غلظتدامنهدرعصارهحضوردر.شدظاهرآمیلوئیديبالغفیبرهايانکوباسیونساعت48ازبعدمرزهعصارهغیاب
برگرممیلی1مؤثرظتغلبهترینوبودغلظتبهوابستهيمهاراثرشد.مهارآمیلوئیديفیبرهايتشکیللیترمیلیبرگرممیلی
بهسلولییتسممطالعهگذارد.میتأثیرتعادلورشدخیر،تأفازهايشاملفیبرتشکیللمراحتمامرويعصاره.آمدبدستلیترمیلی
بایابد.میکاهش)P>05/0(داريمعنیطورهبآنهایتسمکهدادنشانآنحضورعدمبامقایسهدرعصارهحضوردرMTTروش
یکعنوانبهآیندهدرآنازتوانمیفیبرتشکیلمختلفمراحلیتمامرويآناثروسلولییتسمرويعصارهمهارينقشبهتوجه

.کرداستفادههابیماريازنوعایندرمانبراياحتمالیمهارکننده

Satureia hortensis(مرزهعصارهآمیلوئیدي،تجمعاتکلیدي:هايواژه L.(،مرغ،تخمسفیدهیزوزیملسلولییتسم.

مقدمه
فیبرهايشکلبهوغیرمحلولپروتئینیکآمیلوئید

باشد.مینانومتر6-12حدودعرضباوغیرمنشعبوطویل

همهامااستمتنوعاتقاوگاهیهافیبریلظاهريشکل
تفرقاثردروداشتهبالاییساختارينظمآمیلوئیديفیبرهاي

Chiti(دهندمینشانخودازcross-βالگويXاشعه &
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Dobson, Greenwald؛ 2006 & Riek, الگواین).2010
پروتئینβصفحاتکهاستβدومساختاردهندهنشان

هعمطالاهمیتشوند.میعمودفیبرمحوربرخاصیصورتهب
استانسانیبیماري27حدودازناشیآمیلوئیديفیبرهاي

یکیاست.بدندرپروتئینیرسوباتاینوجودآنهاعاملکه
معمولاًکهاستآلزایمربیماريهابیمارياینترینشاخصاز
Sipe(افتدمیاتفاقمسنافراددر et al., بیماري.)2010

تخریبباکهبودهعقلزوالعاملتریناصلیآلزایمر
استهمراهمبتلافردحواسوهوشعملکردروندهپیش

)Mattson, زایمريآلبیمارانیکیژپاتولوویژگی.)2000
)،Aβ(پپتیدβآمیلوئیدشاملآمیلوئیديهايپلاكوجود

فسفریلهشدت هبکه()tau(تاوپروتئیننوروفیبريرسوبات
,Nordberg(استبیماراناینمغزدر)استشده در).2004
علامتیبیمارياینبرايرایجهايدرمانبیشتر حاضرحال
اینبراعتقادندارد.همراههبرابیماريقطعیدرمانوبوده
مئعلاشروعباعثAβتجمعاتروندهپیشرسوبکهاست
واکسیداتیوهايآسیبسلولی،یتسممثلبیمارياین

,Chromy(شودمیسلولیمرگوعصبیهايالتهاب 2003.(
درمانیاکنترلمنظوربهوشدهدادهتوضیحاطلاعاتبراساس

هايمهارکنندهتولیدبرايمختلفیراهکارهايبیمارياین
راهکارهااینازجمله؛ استشدهارائهAβپروتئینتجمع

β)Sotoصفحاتهايکنندهبلوکهازاستفادهبهتوانمی et al.,

γ(γوβسکرتازهايهايمهارکننده،)1998 and β-

Secretase(،يضدآمیلوئیدهايکسناوازاستفاده،
یایکباکوچکهايمولکولازاستفادهوهاسیدانتکاآنتی
Ramshini(اشاره کردآروماتیکحلقهچند et al., 2015a.(
ازاستفادهزمینهدرداروییگیاهانمطالعهاخیر،هايسالدر
بهرادانشمندانتوجهآلزایمربیماريدرمانیامهاربراياآنه

ازبعضیکهاستدادهنشانمطالعاتاست.کردهجلبخود
توانندمیآنهاوبودهپیريضدخاصیتدارايداروییگیاهان

بهوابستهبیماریهايمهاریادرمانعنوانبهاستفادهقابلیت 
Ho(باشندداشتهآلزایمرازجملهرا پیري et al., 2010.(

Ginko(ژینکومثلگیاهانیازاستفاده biloba(،نگیسجین
)Pabax ginseng(،رزماري)Rosmarimus officinalis(،

Camellia(سبزچاي sinensis (دارچینو)Cinnamomm

zeylanicum (کنندهتقویتعنوانبهآنهاازسنتیطبدرکه
استبودهآمیزموفقیتبسیار،شودمیبردهنامحافظه

)Alkam, Ramshini؛ 2007 et al., 2015a ؛Lieberman,

Rietveld؛ 2001 & Wiseman, Gertz؛ 2003 & Kiefer,

Satureiaعلمینامبامرزهگیاه.)2004 hortensisگیاهیک
وادویهعنوانبهاستفادهبرعلاوهکهاستمعطردارویی

قلبیهايبیماريدرمانبرايسنتیطبدرطبیعینگهدارنده
هايناهنجاريودردمعدهاي،ماهیچهدردهاي،عروقی

سینوزیتدرماندرضدالتهابیمادهعنوانبههمچنین،ايروده
Mihajilov-Krstev(شودمیاستفاده et al., 2009(.

فعالیتدارايگیاهاینعصارهکهاستدادهنشانمطالعات
,Güllüce(استیدانتیاکسآنتیوضدباکتریایی،ضدقارچی

هاییترکیبکهدهدمینشانگیاهاینعصارهآنالیز).2003
کهداردوجوددیاسکیفلاوونوفنلمول،یتکارواکرول،مثل
گیاهاینعصارهدرموجودترکیببیشترینکارواکرولالبته

مولکولیکفنللیزوپروپیا-5-لیمت- 2ایکارواکرول.است
باشدمیمتنوعداروییيعملکردباآروماتیککوچک

)Zgorka & Glowniak, 2001(.
Satureia(مرزهگیاهاثرمطالعه،این در hortensis(روي

است.گرفتهقرارمطالعهموردلیزوزیمپروتئینتجمعمهار
درموجودیی ایمیشهايبیترکدرزیادتنوعوجوددلیلبه

باشد.میبالابسیارسنتیطبردآنی درمانارزشگیاه،این
یاشیمیاییهايمولکولکهاستدادهنشانمطالعات

هستندآروماتیکحلقهچندیایکدارايکهبیولوژیکی
Burley(شوند هاپروتئینتجمعمانعقادرند & Petsko,

Hunter؛ 1985 et al., هايترکیباینکهدلیلبهو)2001
استآروماتیکیساختاردارايمرزهعصارهدرموجود

رويآناثرپژوهشایندررو از این،)مولیتکارواکرول،(
سفیدهلیزوزیمآمیلوئیديفیبرهايتشکیلمستقیممهار
آمیلوئیدي)تجمعمطالعهبرايمدلپروتئین(یکمرغتخم
درآنزیماینکهآنجاییازاست.گرفتهقرارمطالعهمورد

هايحلالازهاستفادمثلمختلفيهاکنندهدناتورهحضور
راحتیبهبالادماهايواسیديشرایطیاشیمیاییموادآلی،



برگ ...عصارهآمیلوئیديضدفعالیت846

ازودهدمیAβپروتئینمشابهآمیلوئیديفیبرهايتشکیل
درفیبرهاتشکیلمکانیسموساختارخواص،دیگرطرف

-Morozova(استشدهشناختهخوبیهبمختلفشرایط

Roche et al., مطالعهبرايپژوهشایندربنابراین،)2000
اینازآمیلوئیديتجمعپروسهمهاررويمرزهعصارهاثر

شد.استفادهمدلپروتئینیکعنوانبهآنزیم

هاروشومواد
،شدهانجامدستگاهیروشبهکهتجربیمطالعهایندر

Mean±SDصورتهبنتیجهوتکراربارسهآزمایشهر

وTتیوفلاوینمرغ،تخمسفیدهلیزوزیماست.شدهگزارش
شد.خریداريسیگماشرکتازشدهاستفادهبافرهاي

مركشرکتاز)ANS(سولفوناتآنیلینونفتالن- 8
)Darmstadt, Germany(مرزهبرگعصارهشد.خریداري

علومدانشگاهي فارماکولوژوي ولوژیزیفقاتیتحقمرکزاز
.شدتهیهرفسنجانی پزشک

گیريعصارهروش
وي ولوژیزیفقاتیتحقمرکزدرکهگیريعصارهروش

شد انجامرفسنجانی پزشکعلومدانشگاهي فارماکولوژ
ازسبزچايبرگباشد.میزیرصورتهبخلاصهطورهب

وسیلهبهاینکهازپسوشدهتهیهاصفهانگیاهیهرباریوم
وشدهپودرگردید،ییدأتنظرموردگونهموهرباریکارشناس

وسوکسلهدستگاهازاستفادهباآناتانولیواستونیعصاره
وریختهبالنقسمتدرراحلالابتداآمد.بدستروتاري

گیاهسپسدرجه)،50(شدتنظیمهیتروسیلهبهآندماي
قسمتدربعد ودادهقرارکارتوشداخلدرراشدهپودر

بالنبهشدنجداازپسگیاهعصارهشد.دادهقرارسوکسله
اندازهبهعصارهکهوقتیتاعملاینوشدههدایتزیري
سپسساعت).4-5(حدودیافتادامهشودغلیظکافی

حلالتاشدهمنتقلروتاريدستگاهبهآمدهبدستعصاره
ازپسآمدهبدستعصارهشود.جداپاییندمايدرآن

گرادسانتیدرجه-20دمايدرفریزردرکاملشدنخشک
شد.نگهداري

پروتئینغلظتتعیین
شدهگرفتهبکارپروتئینینمونهبودنخالصبهتوجهبا

براساسجاهمهپروتئینغلظتسنجشمطالعه،ایندر
حلالبامقایسهدرپروتئینحاويمحلولنانومتر280جذب
براي65/2لیزوزیمجذبضریبشد.انجام،شدهگرفتهبکار
گرفتهنظردرمتريسانتییکمسیردرلیتریکدرگرمیک
Ramshini(شد et al., 2015b(.

مرغتخمسفیدهلیزوزیمدرآمیلوئیديفیبرهايالقاي
مولارمیلی50بافرلیترمیلییکدرپروتئینگرممیلی2

ساعت48مدتبهدرجه57دمايدرpH=5/2باگلیسین
ازاستفادهبامدتاینتمامدرکهايگونهبهشد،دادهقرار

ازاستفادهباشد.زدههمیآرامبهمحلولتفلونیریزماگنت
بررسیموردآمیلوئیديتجمعاتتشکیلمختلفی،هايروش
,Nilsson(گرفتقرار 2004( .

خارجیفلورسانس
زانیمیابیارزيبرا)ANS(سولفوناتونفتالننیلیآن- 8

قراراستفادهموردنیپروتئدسترسدرسطحهتیسیوبفدرویه
غلظتدرANSفلوئورسانسنشرراستا،نیادر،گرفت

گرممیلی05/0حضورایابیغدروANSکرومولاریم20
گرفتهبکاریمولغلظتشد.يریگاندازهلیزوزیمتریلمیلیبر

موجطولبود.مازادنیپروتئباسهیمقادرANSشده
نشرویختگیبرانگتیاسليپهناونانومتر365یختگیبرانگ

ژهیوبهونشرشدتشیافزا،بودنانومتر10و5بیترتبه
يهاگاهیجايریپذیدسترسشیافزاعنوانبهیآببهانتقال

شد.ریتفسنیپروتئسطحدروبفدرویه

ThTسنجشمطالعات

يدیلوئیآميبرهایفلیتشکعدمایلیتشکیابیارزيبرا
باکهTنیوفلاویتشدههیتهتازهمحلولازيدیلوئیآمشبهای

موج.دیگرداستفاده،بودشدهلتریفسرنگازاستفاده
نشرویختگیبرانگتیاسليپهناونانومتر440یختگیبرانگ

Tنیوفلاویتنشرشدتشیافزابود.مترنانو10و5بیترتبه
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يدیلوئیآمشبهایيدیلوئیآميبرهایفیاحتماللیتشکعنوانبه
,Nilsson(شدریتفس 2004.(

)AFM(یاتميروینکروسکوپیميربرداریتصو
را آمیلوئیدشدهقیرقيهانمونهازتریکرولیم20حدود

وشدخشکهواملایمجریانوسیلههبودادهقرارکایميرو
solver(کروسکوپیمباAFMریتصاو next, NT-MDT,

Russia(کنندهاسکنبخشکیبهکه)اسکنزیساحداکثر
µm100(کنندهکنترلکیوNanoscope IIIaبودمجهز،

ولوهرتزیک341و342نیبشدهاستفادهفرکانسآمد.دستب
.بودهرتز1تا6/0نیبزیناسکنسرعت

-MTT)3-(4,5سنجشباسلولییتسممطالعه

dimethylthiazol)-2,5-diphenyltetraazolium

bromide(
کشتطیمحدر، MCF7نوعيهاسلولشیآزمانیادر

Dulbeccolsلشامکهیاختصاص Modified Eague's

medium)50%(،F-12 Ham)50%(،fetal calf serum

)50%،(penicillin)1%،(streptomycin)1%(وglutamine

آمریکاسیگما،شرکتازمواد(همهشددادهکشتبود،)1%(
ي دمادرو)5%(CO2طیشرادرهاسلولشد).خریداري

Cº37درشدهتشکیلآمیلوئیدييهانمونهشدند.دادهرشد
شدهذکرشرایطتحتکهمرزهعصارهحضورعدمیاحضور

باآنزیریننمونهوشدهسانتریفوژبودندشدهتهیهبالادر
کشتمحیطبهوشدهمحلولدوبارهDMEMکشتمحیط
مدتبهمیکرومولار،2نهاییغلظتباوMCF7هايسلول

کیدرسلوليبراهانمونهتیسمشدند.اضافهساعت24
well-96(یچاهک96ظرف plates(لهیوسبهMTTسنجش
طیمحبههانمونهکردناضافهازبعد،خلاصهطوربهشد.

طیمح،ساعت24مدتبهوCº37يدمادرهاسلولکشت
محلولتریلمیلیبرگرممیلی5/0محلولباهاسلولکشت

MTTيدمادرCº37بافربابعدوساعت4مدتبهو
N,N-dimethylشاملسلولهکنندزیل formamide50%و

SDS20%،7/4=pHشدند.انکوبهساعت3مدتيبرا

blueجذبزانیم formazanدرnm590درشد.نییتع
درMTTاءیاحدرصدعنوانبههاسلولییستایزتینها

انیبنشدهماریتيهاسلولباسهیمقادرشدهماریتيهاسلول
Ramshini(شد et al., 2011(.

آماريتحلیل تجزیه و 
دروانجاممستقلصورتهببارسهحداقلآزمایشهر

هاشکلتماموشدتکراربارسهحداقلیک هربارهر
هاداده.استشدهگزارشMean±SDمیانگینصورتهب

Tآزمونازاستفادهبا16نسخهSPSSآماريافزارنرمتوسط

شد.تحلیلوتجزیه%95اطمینانضریببامستقل

نتایج
اثربررسیولیزوزیمپروتئیندرآمیلوئیديفیبرهايالقاي

مرزهعصارهمهاري
بخشدرشدهارائهدستورالعملبراساسمطالعهاین در
وشد آمیلوئیديفیبربهتبدیللیزوزیمپروتئینهاروش
ازاستفادهباساعت48ازبعدساختارهااینوجود

که طوريبهگرفت.قرارمطالعهموردمختلفهايتکنیک
ازیکیTتیوفلاوینفلورسانسنشرشدتافزایش

,Nilson(باشدمیآمیلوئیديفیبرهايوجودمعیارهاي

ازپسدهدمینشان1شکلکهطورهمان.)2004
بهTنیوفلاویتنانومتر،440موجطولدریختگیبرانگ

نیپروتئکردناضافهدهد.یمنشانرایفیضعنشرتنهایی
فیطيالگوایشدتدرراياملاحظهقابلرییتغنیزطبیعی

اضافهازپسیولشود،ینمموجبTنیوفلاویتينشر
القاي(برايشدهذکرطیشرادرشدهانکوبهنیپروتئکردن

از(افزایششودیممشاهدهنشرشدتشیافزاآمیلوئید)
a.u.5/5±6/23بهa.u.25±660(.شدتدرافزایشاین
نسبتآمیلوئیديفیبرهايبهلیزوزیمتبدیلبهرانشر
آمیلوئیديفیبرهايبهلیزوزیمتبدیلاثباتازبعددهند.می
موردتجمعاتاینتشکیلمهاررويمرزهعصارهاثر

حضوردرآمیلوئیديفیبرهايتشکیلگرفت.قراربررسی
برگرممیلی1تا25/0(ازمرزهعصارهمختلفهايغلظت
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کهدادنشاننتایجوگرفتقراربررسیمورد)لیترمیلی
باعثغلظتبهوابستهصورتهبتواندمیگیاهاینعصاره

در1شکلبراساسشود.آمیلوئیديتجمعاتتشکیلمهار

برگرممیلی1غلظتمرزهعصارهيهاغلظتازدامنهاین
دردلیلهمینبه،داشترااثربهترینعصارهاینلیترمیلی

.شداستفادهبهینهغلظتاینازبعديمطالعات

درمرزهعصارهحضوربامیلوئیديآشرایطدرلیزوزیمشدهانکوبهپروتئین)ThT(تیوفلاوینفلورسانسنشرطیفشکل-1شکل
)■(مرزهعصارهحضورعدمومرزهلیترمیلیبر گرممیلی)□(1،)♦(5/0،)◊(25/0هايغلظت

).●(استشدهآوردهمقایسهبراينیزتنهاییبهThTنشرطیف

آیاکهستااینشودانجامبایدکههاییکنترلازیکی
مهاربهمربوطمرزهعصارهتوسطفلورسانسنشرکاهش

اثردلیلبهیااستمرزهعصارهتوسطآمیلوئیديتجمعات
بینهايموجطولدرفلورسانسطیفکنندگیخاموش

.استعصارهتوسطنانومتر550-460
نشرطیفابتدا،کنندگیخاموشاثربررسیبراي

عصارهسپسشد.تقرائآمیلوئیديبالغفیبرهايسانسفلور
وهشددادهاثرآنرويلیترمیلیبرگرممیلی1غلظتبامرزه

دادیم.قرارمطالعهموردراآنفلورسانسنشرشدتبلافاصله
اثرازناشیبپیونددوقوعهبنشرشدیدکاهشاگر

کهطورهمانآن.مهارکنندگینهاستعصارهندگیکنخاموش
ي دارامحلولبهعصارهافزودنشودیممشاهده2شکلدر
کاهشآن،فلورسانسطیفمشاهدهبلافاصلهوبالغدیلوئیآم

رويمرزهعصارهاثررو از این،دهدنمینشانرانشرشدت
شدتکاهشوداردمهارياثرآمیلوئیديفیبرهايتشکیل

نیست.آنکنندگیخاموشاثردلیلبهفلورسانس
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مرزهعصارهفلورسانسنشرفرونشانیاثرمطالعه-2شکل
بدستعصارهحضورعدمدرآنفلورسانسنشروتشکیلگرادسانتیدرجه57دمايو=5/2pHدرلیزوزیمانکوباسیونساعت48ازبعدآمیلوئیديبالغفیبرهاي

دادهنشانراستسمتستوندرعصارهلیترمیلیبرگرممیلی1کردناضافهازبعدبلافاصلهنیزآمیلوئیديفیبرهايفلورسانسنشرچپ).سمت(ستوناستآمده
است.شده

مرزهعصارهحضوردرلیزوزیممیلوئیدآتشکیلکینتیکبررسی-3شکل
مرزهعصارهحضورباو)■(مرزهعصارهحضورعدمدرpH=5/2ودرجه57دمايدرشدهانکوبهلیزوزیمگرممیلی2)ThT(تیوفلاوینفلورسانسنشرطیف

.مختلفهايزماندر)♦(
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HEWLآمیلوئیديتجمعکینتیکبرمرزهعصارهاثر

در Tمیکرومولار تیوفلاوین 65نشر فلوئورسانس محلول 
هاي صفر تا حضور نمونه پروتئینی انکوبه شده در زمان

است. نشان داده شده3ساعت بررسی گردید که در شکل 48
در طی زمان از مدل Tروند تغییرات نشري تیوفلاوین 

کند که شامل سه مرحله فاز تأخیري، سیگموئیدي تبعیت می
مرحله رشد سریع و مرحله تعادلی انتهایی است. فاز تأخیري 

، در شودگفته میNucleationگذاري یاکه به آن مرحله هسته
هاي اولیه تشکیل فیبرهاي آمیلوئیدي حاصل این مرحله هسته

شود و مرحله محدود کننده فرایند است و بعد از آن یک می
شدت نشر تصاعدي را شاهد هستیم. نشر فلورسانس همین 

گرم میلی1نمونه پروتئین در شرایط تشکیل آمیلوئید در حضور 
3مانطور که شکل لیتر عصاره مرزه نیز بررسی شد. هبر میلی

دهد عصاره مرزه بر روي کینتیک تشکیل فیبر نشان می
اي گذاشته، به این صورت ملاحظهآمیلوئیدي لیزوزیم تأثیر قابل

که هم فاز رشد سریع و هم فاز تعادلی انتهایی از نظر شدت 
فلورسانس در حضور عصاره مرزه در مقایسه با عدم حضور 

افزایش فاز تأخیر و کاهش دهد. البتهآن کاهش را نشان می
فاز رشد در حضور عصاره مرزه دلیل بر اثر مهارکنندگی این 

باشد.عصاره می

لیزوزیمآمیلوئیديتجمعاتاتمینیرويمیکروسکوپتصویر
مرزهعصارهغیابوحضوردر

فیبرهايظاهريشکلرويمرزهعصارهاثرمطالعهبراي
عدمیاحضوردرشدهتشکیلآمیلوئیدهاينمونهازآمیلوئیدي

شد.استفادهاتمینیرويمیکروسکوپازمرزهعصارهحضور
بروبرداشتهمیکرولیتر20میزانبهیک هرازساعت48ازبعد

ملایمجریانوسیلههبودادهقرارمیکانازكهايورقهروي
ازاتمینیرويمیکروسکوپوسیلههببعد وشد تثبیتهوا

نشان4شکلکههمانطورشد.گرفتهعکسهانمونهازهریک
غیرمنشعبوطویلفیبرهايعصارهغیابدردهد،می

درولیراست)سمت4(شکلشودمیحاصلآمیلوئیدي
فیبرهاتشکیلازمشخصطورهبمرزهعصارهحضور

).چپسمت4(شکلاستآمدهبعملجلوگیري

تجمعاتازناشیسلولییتسمرويمرزهعصارهاثر
لیزوزیمآمیلوئیدي

فیبرهايتشکیلمهاربامرزهعصارهاینکهاثباتبراي
اولیگومرهايازحاصلسلولییتسمتواندمیآمیلوئیدي

ساعت48ازبعداولیگومرهااینکند،مهاررالیزوزیم
دمايوpH=5/2درلیزوزیمگرممیلی2انکوباسیون

لیترمیلیبرگرممیلی1حضورعدموحضوردردرجه57
محلولکردن،سانتریفیوژازبعدآمد.بدستمرزهعصاره
محلولوسیلههبحاصلرسوباتوریختهدوررا رویی

درآمد.محلولصورتهبDMEMفیزیولوژیک
هاي سپس این اولیگومرها به محیط کشت سلول

MCF7ها مطابق اضافه شده و زیستایی سلول
ها ارزیابی شد. دستورالعمل ارائه شده در بخش روش

دهد در نشان میMTTطور که نتایج آزمایش همان
گونه هایی که با اولیگومرها تیمار نشده بودند هیچسلول

مرگ سلولی مشاهده نشد ولی در مقایسه در اثر افزودن 
اب عصاره به محیط کشت آمیلوئیدهاي بوجود آمده در غی

ها کاهش سلولی به میزان قابل توجهی زیستایی سلول
%). اما افزودن اولیگومرهاي تیمار شده در 35یافته است (

ها حضور عصاره به محیط کشت سلولی زیستایی سلول
دهنده ) و این نشان5% افزایش یافت (شکل 90به حدود 

داري معنیطور این است که عصاره مرزه توانسته است به
). P>05/0مانع تشکیل فیبرهاي سمی آمیلوئیدي گردد (

البته عصاره مرزه قادر است فیبرهاي بالغ آمیلوئیدي را 
تخریب کند.

بالغفیبرهايرويمرزهعصارهاثربررسیمنظوربه
(یعنیشدهبالغآمیلوئیدبهتبدیللیزوزیمآمیلوئیدي،
مدتبهآمیلوئیدتولیدشراطدرپروتئیناینانکوباسیون

محیطبهواکنششروعازساعت48ازبعدو ساعت)48
اضافهلیترمیلیبرگرممیلی1نهاییغلظتبامرزهعصاره

نیزدیگرساعت24مرزهعصارهکردناضافهازپسشد.
6شکلکههمانطورکند.پیداادامهواکنشتاشددادهاجازه
شدتکاهشباعثعصارهکردناضافهدهدمینشان

.% شد75/60میزانبهفلورسانس
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ازبعدpH=5/2باگلایسینبافردرلیزوزیملیترمیلیبرگرممیلی2اتمینیرويمیکروسکوپتصویر-4شکل
راست)سمت4(شکلعصارهحضورعدمدرگرادسانتیدرجه57دمايدرانکوباسیونساعت48

چپ)سمت4(شکلمرزهعصارهلیترمیلیبرگرممیلی1حضوریاو

MTTکاهشسنجشوسیلههبسلولیزیستاییارزیابی-5شکل

وغیابدرساعت48مدتبهدرجه57دمايوpH=5/2درشدهانکوبهلیزوزیمازحاصلآمیلوئیديفیبرهايمیکرومولار2باشدهتیمارهايسلولزیستایی
ومستقلآزمایشباردومیانگینحاصلهايدادهاست.شدهدادهنشانکنترلعنوانبهنیزاندنشدهتیمارلیزوزیمآمیلوئیدباکهسلولهاییزیستایی.مرزهعصارهحضور

P>05/0(است شدهتکراربارچهارآزمایشهربارهر
*(.
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رويلیترمیلیبرگرممیلی1غلظتبامرزهعصارهاثر-6شکل
انکوباسیونساعت48ازبعدلیزوزیمشدهتشکیلبالغفیبرهاي

آمیلوئیديشرایطدر

لیزوزیمپروتئینپایدارسازيرويمرزهعصارهاثر
هـاي مکانیسمباتوانندمیآروماتیککوچکهايترکیب

ازجلـوگیري وهـا پـروتئین پایدارسـازي ازجملـه مختلفی
آمیلوئیـدي تجمعـات تشـکیل مهارباعثشدنشانواسرشته

ازتوانـد مـی نیـز مرزهعصارهآیااینکهبررسیرايب.شوند

یـا گـردد تجمعواکنششروعازمانعمکانیسمهمینطریق
اثـر درشـد. اسـتفاده خـارجی فلورسـانس تکنیکازخیر

 ـپـروتئین ،اسـیدي شرایطدرلیزوزیمقرارگیري صـورت هب
آنخـارجی فلورسـانس رو از ایـن ،شـده واسرشـته جزئی

Ramshini(یافته است افزایش et al, 2015b.(عصـاره اگر
کنـد تبـدیل طبیعـی فرمبهراواسرشتهفرمباشدقادرمرزه

ــاهشباعــث ــیخــارجیفلورســانسک ــابراینشــود.م بن
عصـاره غیـاب وحضـور درلیـزوزیم خـارجی فلورسانس

حضـور دردهـد مینشان7شکلکهطورهمانشد.بررسی
نظـر بهبنابراین،یافتهکاهشفلورسانسشدتمرزهعصاره

سـاختار سـمت بـه پـروتئین پـذیري برگشتباعثرسدمی
نـه مـرزه عصارهکهدادنشانآزمایشایناست.شدهطبیعی

 ـ(فازتجمعاولیههايهستهتشکیلرويتنها فـاز وخیر)أت
بلکـه گـذارد میاثربالغآمیلوئیدهايبهاولیهتجمعاترشد

ــااســتقــادر ــزپــروتئینپایدارســازيب ــانعنی واکــنشم
گردد.پلیمریزاسیون

)□(حضوریاو)■(غیابدرpH=5/2مولاریلیم50گلایسینبافردرلیزوزیمو)▲(تنهاییبهANSفلوئورسانس،ANS-7شکل
مرزهعصارهلیترمیلیبرگرممیلی1

آمد.بدستنانومتر700تا400بیننشريطیفوبودنانومتر380تحریکموجولط
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بحث
نشانآمیلوئیديتجمعپدیدهرويشده انجاممطالعات

یاوزابیماريازنظرصرفهاپروتئینهمهکهدهدمی
قادرندگیرندقرارمناسبشرایطدراگربودن زاغیربیماري

شدهتشکیلفیبرهايبدهند.راآمیلوئیديفیبرهايتشکیل
باتفاوتییتسموساختاريلحاظبههاپروتئیناینتوسط

درAβپروتئینتوسطکهآنهاییباشدهتشکیلفیبرهاي
Canale(دنندارشود،میتشکیلآلزایمربیماري et al.,

,Wang؛ 2006 تجمعالقايبامحققانمثالعنوانبه.)2005
بیماريبهغیروابستههايپروتئیندرآمیلوئیدي

سنتتیکپروتئینیکوانسولینمثل)مدلهايپروتئین(
اندتوانستهصحراییموشبهآنتزریقوHypF-Nنامهب

شوندصحراییهايموشدرآلزایمربیماريباعث
)Kheirbakhsh et al., Tatini؛ 2015 et al., از.)2013

شناختهپروتئینیمرغتخمسفیدهلیزوزیمدیگرطرف
فیبرهايتشکیلاستقادرمختلفشرایطدرکهاستشده

Ramshini(بدهدراآمیلوئیدي et al., 2015a ؛Wang et

al., مدلپروتئینیکعنوانبهپروتئیناینبنابراین،.)2009
قراراستفادهموردآمیلوئیديتجمعاتمطالعهبرايخوب

امروزهشداشارهمقدمهبخشدرکههمانطورگیرد.می
رسوباتبهAβپپتیدتبدیلکه دهدمینشانمطالعات

پاتولوژيآغازباعثکهاستمهماتفاقیکآمیلوئیدي
Haass(گرددمیآلزایمربیماري & Selkoe, از ).2007

اینتشکیلمهاریاآمیلوئیديتجمعاتحذفرو این
بروزازجلوگیريبرايراهکارهامهمترینازیکیتجمعات

Estrada(استبیماريایندرمانیاو & Soto, ؛ 2007
Porat et al., که دهدمینشانمطالعات).2006

بهاتصالبااستقادرآروماتیککوچکهايمولکول
مهارباعثآمیلوئیديهايفیبردهندهتشکیلاولیههايهسته

Porat(گرددآنهابلوغورشدمهاریاوتشکیل et al.,

گیاهعصارهاثرمطالعهایندرمنظورهمینبه).2006
(ساختارکارواکرولهمؤثرمادهدارايکهمرزهدارویی

براياستفنلیکپلیساختارهايسایرواست)آروماتیک
مطالعاتشد.استفادهلیزوزیمپروتئینآمیلوئیديتجمعمهار

غلظتبهوابستهصورتهبعصارهاینکه دادنشانما
تشکیلاستقادرلیتر)میلیبرگرممیلی1مؤثرغلظت(با

اینهمچنین).1شکل (کندمهارراآمیلوئیديفیبرهاي
طولانیباوگذاشتهاثرتجمعتشکیلسینتیکرويعصاره
رويراخودمهارياثررشدفازکاهشوخیرأتفازکردن

عکسدیگرسوي از).3شکل (گذاردمیواکنشاین
حضوردرکهدهدمینشاناتمینیرويمیکروسکوپ

بالغوطویلفیبرهايآمیلوئیديشرایطدرمرزهعصاره
یغیرسمکوچکاولیگومرهايبلکهنشدهتشکیلآمیلوئیدي

رويتنهانهمرزهعصاره).2و1هاي(شکلشوندمیحاصل
تشکیلواولیههايهستهازاولیگومرهاتشکیلمرحله

بابلکهگذارندمیاثراولیگومرهاازبالغفیبرهاي
هايپروتئینتشکیلازجلوگیريوپروتئینپایدارسازي

تشکیلازجلوگیريباعثهستندتجمعمستعدکهتانخورده
نشانمتعددمطالعات).6شکل (شوند میآمیلوئیديفیبرهاي

باعثداروییگیاهانآروماتیکهايفنلپلیکهاستداده
اینازجمله.گردندمیصحراییموشفضاییحافظهبهبود

توسطزعفرانعصارهاثرمطالعهبهتوانمی،مطالعات
HosseinzadehوZiaei)2006(،توسطانگورآباثر

Siahmardتوسطسنجدآبیعصارهو)2012(همکارانو
Tamtajiکرداشاره) 1993(همکارانو.Ramshiniو
Ayoubi)2014 (راسبزچايودارچینعصارهمستقیماثر

دادهقرارمطالعهموردآمیلوئیديفیبرهايمستقیممهارروي
فیبرهايتخریبباعثهاعصارهاینکهدادندنشانو

دادندنشان)2012(همکارانوAzizi.شوندمیآمیلوئیدي
در)مولیتکارواکرول،(مرزهعصارهمؤثرهايترکیبکه

.دارنديمؤثرنقشآلزایمريمدلشهايموحافظهافزایش
عصارهکهدهدمینشانپژوهشاینهايدادهخلاصهطورهب

همبرباآروماتیکشیمیاییهايترکیبداشتندلیلبهمرزه
لیزوزیمآروماتیکآمینهاسیدهايبینهاياندرکنشزدن
از ،شدهتجمعتشکیلمستعداولیههايهستهتشکیلمانع
ازگردد.میآمیلوئیديفیبرهايتشکیلمهارباعثرواین

کهشودمیلیزوزیمپروتئینپایدارسازيباعثدیگرسوي 
بااستقادررو از این،استآنواسرشتگیبرايمانعیخود
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گردد.تجمعمستعدهايحدواسطتولیدمانعنیزمکانیسماین
درشدهگفتهاثراتبهتوجهبامرزهعصارهدلیلهمینبه

یکعنوانبهتواندمیآمیلوئیديتجمعاتتشکیلمهار
عصبیبرندهتحلیلهايبیماريدرمانبرايمناسبکاندید
گیرد.قرارکاملترمطالعهمورد
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Abstract
Amyloid aggregate plaques are the hallmarks of many neurodegenerative disorders including

Alzheimer’s disease. Thus, reducing amyloid deposits is an attractive approach to improve the
therapeutic arsenal for the diseases. Despite of intensive research carried out, there is no
therapeutic agent directed towards inhibition of aggregation formation. One important approach
in the development of therapeutics is the use of herbal extracts, which are rich in aromatic small
molecules. This study aimed to explore the inhibitory activity of Satureia hortensis extract
against the fibril formation of hen egg-white lysozyme. In this experimental study, amyloid
fibrillation was formed in hen egg-white lysozyme under acidic conditions at high temperature.
Lysozyme (2 mg/mL) was dissolved in glycine buffer 50 mM, pH=2.5 and incubated at 57°C for
the specified durations, while being gently stirred. Various techniques including thioflavin T,
ANS fluorescence assay, and atomic force microscopy were used to confirm fibrillation. Data
were analyzed through SPSS 16 using descriptive statistics as well as independent t-test. In the
absence of Satureia hortensis, mature amyloid aggregates became evident after 48 hours of
incubation but upon incubation with various extract concentrations (ranging from 0.25 to
1 mg/ml), formation of amyloid fibrils and oligomers was inhibited. The inhibition was dose-
dependent and the best concentration was 1 mg/ml. Our results showed that, the extract was
effective in all of amyloid formation processes including lag, polymerization, and equilibrium
phases. Also, cytotoxicity of oligomers in the presence of the extract significantly (P<0.05)
decreased, as indicated by the MTT assay. Based on inhibitory role of the extract on
cytotoxicity of amyloid fibers and its inhibitory effect on all processes of amyloid aggregation,
it could be used as a novel inhibitor for Alzheimer's disease.

Keywords: Amyloid aggregation, Satureia hortensis extract, hen egg-white lysozyme,
cytotoxicity.


